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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Tmmimmmii1?tw> in einem Saugetier, 
wobei das Verfahren das Verabreichen einer mKNA, die fur ein Antigen eines pathogenen 
Mkroorganismus kodiert, sowie das Verabreichen mindestens eines Cytokins, insbesondere 
GM-CSF, mindestens einer CpG DNA oder mindestens einer Adjuvanz-mKNA umfasst. 
15 

Mit herkommlichen Impfstoffen, die abgeschwachte oder inakrivierte Pathogene sowie weite- 
re Substanzen, wie Zucker oder Proteinanteile, umfassen, konnen im Zusammenhang mit 
zahlreichen Erkrankungen befiriedigende Ergebnisse erreicht werden. Jedoch ist es nicht mog- 
lich, mit solchen Impfstoffen einen ausreichenden Schutz gegen eine Vielzahl infektioser Or- 
20 ganismen, wie zum Beispiel HIV oder Plasmodium Falciparum^ und insbesondere gegeniiber 
Tumoren zu erzielen. Dariiber hinaus besteht das Risiko, dass durch unerwiinschte Rekombi- 
nationsereignisse neue Pathogene auftreten (wie z.B. im Fall der SARS-Epidemie). 

• In der Therapie und Pravention zahlreicher Erkrankungen spielen daher molekularmedizini- 
sche Verfahren, wie die Gentherapie und die genetische Vakzinierung, eine grofie Rolle. Basis 
dieser Verfahren ist die Einbringung von Nukleinsauren in Zellen bzw. Gewebe des Patien- 
ten, gefolgt von der Verarbeitung der dvirch die eingebrachten Nukleinsauren kodierten In- 
formationen, dh. der Expression der erwiinschten Pofypeptide bzw. Proteine. Als einzubrin- 
gende Nukleinsauren kommt hierbei sowohl DNA als auch RNA in Betracht. 

30 

Genetische Vakzinierungen, die aus der Injektion von nackter Plasmid-DNA bestehen, wur- 
den erstmals in den fruhen 90iger Jahren an Mausen demonstriert. Es stellte sich jedoch in 
Studien der klinischen Phasen I/II heraus, dass diese Technologie beim Menschen nicht die 
durch die Studien an Mausen geweckten Erwartungen erfullen konnte (6). Zahlreiche DNA- 



basierte genetische Vakzinierungen wurden seitdem entwickelt. In diesem Zusammenhang 
sind verschiedene Verfahren zur Einbringung von DNA in Zellen, wie bspw. Calchimphos- 
phat-Transfektion, Polypren-Transfektion, Protoplasten-Fusion, Elektroporarion, Mikroinjek- 
tion und Lipofektion, entwickelt worden, wobei sich insbesondere die Iipofektion als geeig- 
5 netes Verfahren herausgestelk hat. Ebenfalls kommt die Verwendung von DNA-Viren als 
DNA-Vehikel in Betracht- Derartige Viren erzielen aufgrund ihrer infekriosen Eigenschaften 
eine sehr hohe Transfektionsrate. Die verwendeten Viren werden bei diesem Verfahren gene- 
tisch verandert, damit in der transfizierten Zelle keine funkrionsfahigen infekriosen Partikel 
gebildet werden. Trotz dieser Vorsichtsmafinahme kann jedoch, z.B. aufgrund moglicher 
10 Rekombinationsereignisse, ein Risiko der unkontrollierten Ausbrekung der eingebrachten 
gentherapeurisch wirksamen sowie viralen Gene nicht ausgeschlossen werden. Daneben birgt 
die DNA-Vakzinierung weitere potentielle Sicherheitsrisiken (7, 8). Die injizieite rekombinan- 
te DNA muss zunachst den Zellkern erreichen, dieser Schritt kann bereits die Effizienz der 
DNA-Vakzinierung verringern. Im Zellkern besteht die Gefahr, dass die DNA in das Wirts- 
1 5 genom integriert. Die Integration von Fremd-DNA in das Wirtsgenom kann Einfluss auf die 
Expression der Wirtsgene haben und eventuell die Expression eines Onkogens oder die Zer- 
storung eines Tumorsupressorgens auslosen. Ebenfalls kann ein fur den Wirt essentielles Gen 
- und damit das Genprodukt - durch die Integration der Fremd-DNA in den kodierenden 
Bereich dieses Gens inakriviert werden. Eine besondere Gefahr besteht dann, wenn die Integ- 
20 ration der DNA in ein Gen erfolgt, das in die Regulation des Zellwachstums involviert ist. In 
diesem Fall kann die "W^rtszelle in einen entarteten Zustand gelangen und zur Krebs- bzw. 
Tumorbildung fiihren. 

Dariiber hinaus ist es fur die Expression einer in die Zelle eingebrachten DNA erforderlich, 
25 dass die entsprechenden DNA-Vehikel einen starken Promotor, wie den viralen CMV- 
Promotor, enthalten. Die Integration derartiger Promotoren in das Genom der behandelten 
Zelle kann zu unerwiinschten Veranderungen der Regulierung der Genexpression in der Zelle 
fuhren. Ein weiterer Nachteil ist, dass die DNA-Molekiile fur lange Zeit im Zellkern verblei- 
ben, entweder als Episom oder, wie erwahnt, in das Wirtsgenom integriert. Dies fiihrt zu ei- 
30 ner zeitKch nicht begrenzten bzw. nicht begrenzbaren Produktion des transgenen Proteins 
xmd zu der Gefahr einer damit verbundenen Toleianz gegeniiber diesem transgenen Protein. 



Weiterhin kann durch die Injekrion von DNA die Entwicklung von anu-DNA-Antikorpem 
(9) und die Indukrion von Autoimmunkrankheiten ausgelost werden* 

Samtliche dieser aufgezahlten Risiken, die mit einer genetischen Vakzinierung verbunden 
5 sind, liegen nicht vor, wenn messenger RNA (mKNA) anstelle von DNA verwendet wird. 
Beispielsweise integriert mRNA nicht in das Wirtsgenom, bei der Verwendung von KNA als 
Vakzine sind keine viralen Sequenzen, wie Promotoren etc., zur wirksamen Transkription 
erforderlich usw.. Zwar ist RNA gegenuber DNA weitaus instabiler (verantwortlich fur die 
Instabilitat der RNA sind insbesondere RNA-abbauende Enzyme, sog. RNasen (Ribonuclea- 
10 sen), aber auch zahlreiche weitere Prozesse, welche die RNA destabilisieren), jedoch sind im 
Stand der Technik mittlerweile Verfahren zur Stabilisierung von RNA bekannt. So beispiels- 
weise in WO 03/051401, WO 02/098443, WO 99/14346, EP-A-1083232, US 5,580,859 und 
US 6,214,804. Es sind auch Methoden zum Schutz der RNA vor einer Degradierung durch 
Ribonukleasen entwickelt worden, die unter der Verwendung von Liposomen (15) oder einer 
1 5 intra-cytosoKschen in vivo Verabreichung der Nukleinsaure mit einer ballistischen Vorrichtung 
("Gene gun") erfolgen (16). Ebenfalls wurde eine ex vivo Methode vorgestellt, die sich axif die 
Transfektion von dentritischen Zellen beziehen (12). 

Fur eine RNA-basierte Vakzinierung wurden u.a. Immunisierungsstrategien entwickelt, die 
20 auf selbst-replizierender RNA basieren, die sowohl fur ein Antigen als auch eine virale RNA 
Replikase kodieren (13, 14). Solche Verfahren sind zwar effizient, jedoch bestehen Sicher- 

• heitsrisiken bei der Verwendung von viralen RNA-Replikasen in genetischen Vakzinen (eine 
Rekombination zwischen der injizierten RNA und der endogenen RNA konnte zu der Bil- 
dung neuer Typen von alpha-Viren fiihren). 

25 

Insgesamt ist festzustellen, dass im Stand der Technik keine mRNA- Vakzine beschrieben 
wird, welche die Auslosung einer Immunantwort in dem Organismus, dem sie appliziert wird, 
sicherstellt, diese eihoht und dabei unerwunschte Nebenwiikungen weitestgehend vermeidet. 

30 Ein weiterer grofier Nachteil der im Stand der Technik bekannten mRNA- Vakzine besteht 
darin, dass durch eine mRNA-Vakzinierung lediglich eine humorale Immunantwort (Typ 
Th2) ausgelost wird Alle Viren und zahlreiche Bakterien, wie beispielsweise Mycobakterien 
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und Parasiten, dringen jedoch in die Zellen ein, vermehren sich dort und sind so vor Anti- 
korpem geschiitzt Um daher insbesondere eine antitumorale oder antivirale Immunantwort 
hervorzurufen, ist die Auslosung einer zellularen Immunantwort (Typ Thl) erforderlich. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es demnach, ein neues System zur Gentherapie 
und genetischen Vakzinierung bereitzustellen, das eine effektivere Immunanwort und damit 
einen effektiveren Schutz insbesondere gegeniiber intrazellularen Pathogenen und den durch 
diese hervorgerufenen Erkrankungen gewahrleistet. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspriichen gekennzeichneten Ausfuhrungsfonnen der 
vorliegenden Erfindung gelost. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Immunstimulation in ei- 
nem Saugetier umfassend die folgenden Schritte: 

a, Verabreichen mindestens einer niRNA, enthaltend einen fur mindestens ein Anti- 
gen eines Pathogens oder mindestens ein Tumorantigen kodierenden Bereich und 

b. Verabreichen mindestens eines Cytokins, mindestens einer CpG DNA oder min- 
destens einer Adjuvanz-mRNA. 

Nachf olgend wird die mRNA, die einen fur mindestens ein Antigen aus einem Pathogen oder 
mindestens ein Tumorantigen kodiert, als „erfindungsgemafie mRNA" bezeichnet^ Es handelt 
sich hierbei um die in Schritt (a.) des erfindungsgemafien Verfahrens eingesetzte mRNA Die- 
se kann modifiziert oder nicht modifiziert vorliegeru 

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, dass die Injektion von nackter stabilisierter 
mRNA eine spezifische Immunantwort hervorruft (17). Eifindungsgemafi wurde eine solche 
antigen-spezifische Immunantwort naher untersucht, insbesondere im Vergleich zu einer 
DNA-induzierten Immunantwort. Hierzu wurde BALB/c-Mausen in einem Versuchsansatz 
nackte, stabilisierte mRNA und in einem anderen Versuchsansatz Plasmid-DNA in das Ohr 
injiziert. In beiden Versuchsansatzen enthielt die Nukleinsauren einen fur fi-Galactosidase 
kodierenden BereicL Im Ergebnis war festzustellen, dass im Fall der mRNA-Vakzinierung 
iiberwiegend IgGl-Antikorper produziert wurden, wahrend bei der DNA-Vakzinierung 



iiberwiegend IgG2a-Antik6rper gebildet wurden. Erfindungsgemafi konnte damit nachgewie- 
sen warden, dass niRNAAfakzinierung eine humorale Immunantwort (Th2) hervorruft (Pro- 
dukrion von IgGl), wahrend DNA-Vakzinierung eine zellulare Immunantwort (Thl) hervor- 
ruft (Prodnkrion von IgG2a). Uberraschenderweise konnte durch diese Untersuchung den- 
mach auch festgestellt werden, dass die Entscheidung, ob in einem Saugetier, hier in Mausen, 
eine humorale oder zellulare Immunantwort ausgelost wird, weder von dem Verabreichungs- 
weg noch von dem Antigen, das durch die Nukleinsaure kodiert wird, abhangig ist, sondem 
vielmehr von der Art der Nukleinsaure, RNA oder DNA. In weiteren Versuchsansatzen wur- 
den NuWeinsauren verwendet, die anstelle des fi-Galactosidase kodierenden Bereichs einen 
Bereich enthieken, der fur ein Antigen eines Pathogens oder eines Tumorantigens kodierte. 
Auf solche Antigen kodierenden Bereiche wird nachfolgend naher eingegangen. In diesen 
Versudisansatzen zeigten sich ebenfalls die vorangehend beschriebenen Resultate beziiglich 
der Auslosung einer Thl- bzw. Th2-Immunantwort. Die Dosierung der erfindungsgemafien 
mKNA hangt insbesondere von der zu behandelnden Eikrankung und deren Fortschrittssta- 
dium, wie auch dem Korpergewicht, dem Alter und dem Geschlecht des Patienten ab (Die 
Begriffe Organismus, Saugetier, Mensch, Patient werden im Sinne der Erfindimg synonym 
verwendet.). Die Konzentrarion der erfindungsgemafien mRNA kann daher innerhalb eines 
Bereichs von ungefahr 1 fig bis 100 mg/ml variieren. 

Zusatzlich zu dieser Erkenntnis, haben die Erfinder den Einfluss von Cytokinen auf RNA- 
Vakzinierung untersucht. Cytokine stellen im Zusammenhang mit DNA-Vakzinierungen - 
wie aus dem Stand der Technik bekannt - ein hervorragendes Adjuvanz dar (19,20,24,25). Ein 
bevorzugtes Cytokin ist GMOSF (Granulocyte Macrophage Colony Stumilating Faaor), das 
die Dichte der Dendritischen Zellen (dendritic cells CDs) in der Haut erhoht und damit eine 
durch eine DNA-Vakzinierung hervorgerufene Immunantwort verstarkt. Ziel der erfindungs- 
gemafien Untersuchungen war es, durch Cytokin- Verabreichung auch eine erfindungsgemafie 
mRNA-induzierte Immunantwort noch weiter zu verstarken. Die Verabreichung von Cytoki- 
nen in Verbindung mit Peptiden (26) und DNA (27) ist im Stand der Technik bekannt Aller- 
dings konnten zum einen bislang keine befriedigenden Ergebnisse erzielt werden, vennutlich 
(auch) dadurch, dass ein geeigneter Zeitpunkt fur die Verabreichimg von GM-CSF nicht fest- 
gelegt werden konnte, zum anderen sind Vakzinierungen, die mit Peptiden bzw. DNA durch- 
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gefiihrt werden, nicht auf KNA-basierten Vakzinierungen iibertragbar. Hierauf wurde vorste- 
hend bereits detailliert eingegangen. 

Erfindungsgemafi wurden parallele Versuche durchgefiihrt, in denen die Zugabe eines Cyto- 
5 kins, bevorzugt eine GM-CSF-Zugabe, zu verschiedenen Zeitpunkten vor, nach und gleich- 
zeitig mit einer mRNA-Vakzinierung (wobei die (erfindungsgemafie) mRNA fur fi- 
Galactosidase, ein Antigen eines Pathogens oder ein Tumorantigen kodierte) erfolgte. Im 
Ergebnis blieb festzustellen, dass eine Verabreichung vor der Vakzinierung keinen wesentli- 
chen Effekt auf Qualitat oder Quantkat (Typ und Menge des produzierten Immunglobulins 
10 IgGl/IgG2a) ausubte (siehe Figur 3 fur fi-Galactosidase). Uberraschenderweise konnte erfin- 
dungsgemafi jedoch festgestellt werden, dass bei Verabreichung von einem Cytokin, bevor- 
zugt GM-CSF, nach der mRNA-Vakzinierung, nicht nur eine erhohte Th2-Immunantwort 
vorlag, sondern dariiber hinaus auch eine Thl-Immunantwort induziert wurde (siehe Figur 3 
und Tabelle 1). Besonders gute Et^ebnisse ergaben sich bei der Verabreichung von einem 
1 5 Gytokin, bevorzugt GM-CSF, vorzugsweise ungefahr 24 Stunden nach der Verabreichung der 
erfindungsgemafien mRNA. 

Entsprechende Ergebnisse wurden bei der Verabreichung von CpG DNA vor, nach und 
gleichzeitig mit der vorangehend beschriebenen mKNA-Vakzinierung erreicht. CpG stellt in 
20 der DNA eine relativ seltene Dinukleotidfolge dar, bei der der Cytosinrest haufig methyliert 
ist, so dass 5-Methydcytosin vorliegt* Die Methylierung des Cytosinrestes hat Auswiifcungen 
auf die Genregulation, wie zJB. die Hemmung der Bindung von Transkriptionsfaktoren, die 
Blockade von Promoterstellen usw.) D.h., auch hier lag nicht nur eine erhohte Th2- 
Immunantwort vor, sondern dariiber hinaus wurde eine Thl-Immunantwort induziert. Auch 
25 hier wurden besonders gute Ergebnisse erzielt, wenn die CpG DNA ungefahr 24 Stunden 
nach der Verabreichung der erfindungsgemafien mRNA verabreicht wurde. Insbesondere 
wurde CpG DNA mit dem Motif CpG DNA 1668 mit der Sequenz 5'-TCC ATG ACG TTC 
CTG ATG CT-3' oder dem Motif CpG 1982 S'-TCC AGG ACT TCT CTC AGG T^-3 , in 
den Versuchen verwendet. 

30 

Entsprechende Ergebnisse wurden bei der Verabreichung von Adjuvanz-mRNA vor, nach 
und gleichzeitig mit der vorangehend beschriebenen mKNA-Vakziriierung erreicht. Die Ad- 



juvanz-mRNA wird in dem erfindungsgemafien Verfahren in Schritt (b.) eingesetzt und ist 
immer chemisch modifizierL Die Adjuvanz-mRNA aktiviert Zellen des Immu nsystems (vor- 
nehmlich Antigen-prasentierende Zellen, insbesondere dentritische Zellen (DC), sowie die 
Abwehrzellen, bspw. in Form von T-Zellen), besonders staik und stimulert so das Immunsys- 
tern eines Organismus. Die Adjuvanz-mRNA fuhrt hierbei insbesondere zu einer vermehrten 
Freisetzung von immunsteuernden Cytokinen, bspw. Interleukinen, wie IL-6, IL-12 usw.. 

Die Dosierung des Cytokins bzw. der CpG DNA bzw. der Adjuvanz-mRNA ist abhangig 
von der verwendeten erfindungsgemafien mRNA, die einen fur ein Antigen aus einem Patho- 
gen oder einem Tumorantigen kodierenden Bereich enthalt, der zu behandelnden Erkran- 
kung, dem Zustand des zu behandelnden Parienten (Gewicht, Grofie, Entwicklungsstatus der 
Erkrankung etc.). Die Dosierungsbandbreite liegt ungefahr in einem Konzentrationsbereich 
von 5 bis 300 ftg/ m 2 . 

„Vakzinierung" bzw. „Impfung a bedeutet im allgemeinen die Einbringung eines oder mehre- 
rer Antigene oder im Sinne der Erfindung die Einbringung der genetischen Information fur 
ein oder mehrere Antigen(e) in Form der fur das/die Antigen(e) kodierenden erfindungsge- 
mafien mRNA in einen Organismus, insbesondere in eine/mehrere Zelle/Zellen bzw. Gewe- 
be dieses Organismus. Die so verabreichte erfindungsgemafie mRNA wird in dem Organis- 
mus bzw. in desseri Zellen in das Antigen translatiert, d.h. das von der erfindungsgemafien 
mRNA kodierte Antigen (auch: antdgenes Pofypeptid oder antigenes Peptid) wird exprimiert, 
wodurch eine gegen dieses Antigen gerichtete Immunantwort stimuliert wird 

Eine „Immunstimulation a oder „Stimulierung einer Immunantwort" erfolgt in der Regel 
durch die Infektion eines fremden Organismus (z.B. einem Saugetier, insbesondere einem 
Mensch) mit einem Pathogen (oder auch pathogenen Organismus). Von einem „Pathogen" 
oder „pathogenen Organismus" im Sinne der Erfindung sind insbesondere Viren und Bakte- 
rien, jedoch auch alle anderen Pathogene (wie z.B. Pilze) umfasst. „Antigene" eines Pathogens 
sind Substanzen (z.B. Proteine, Peptide, Nukleinsauren oder Fragmente hiervon) des Patho- 
gens, die in der Lage sind, die Bildung von Antikorpem auszulosen. Ebenfalls umfasst von 
der Erfindung sind Antigene aus einem Tumor. Hierunter ist zu verstehen, dass das Antigen 
in mit einem Tumor assoziierten Zellen exprimiert wird. Antigene aus Tumoren sind insbe- 
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sondere solche, die in den entarteten Zellen selbst produziert werden, Vorzugsweise handek 
es sich dabei urn auf der Oberflache der Zellen lokalisierte Antigene. Des Wekeren sind die 
Antigene aus Tumoren aber auch solche, die in Zellen exprimiert werden, welche nicht selbst 
(oder urspriinglich nicht selbst) entartet sind (waren), jedoch mit dem in Rede stehenden Tu- 
5 mor assoziiert sind. Dazu gehoren bspw. auch Antigene, die mk Tumor-versorgenden Gefa- 
fien bzw. deren (Neu-)Bildung zusammenhangen, insbesondere solche Antigene, die mit der 
Neovaskularisierung oder Angiogenese assoziiert sind, bspw. Wachstumsfaktoren wie VEGF, 
bFGF, usw. Weiterhin umfassen derartige mit einem Tumor zusammenhangende Antigene 
solche aus Zellen des den Tumor einbettenden Gewebes. 

10 

• Unter einem „Cytokin" ist ganz allgemein ein Protein zu verstehen, das das Verhalten von 
Zellen beeinflusst. Die Wirkung von Cytokinen erfolgt iiber spezifische Rezeptoren auf ihren 
Zielzellen. Zu den Cytokinen gehoren beispielsweise Monokine, Lymphokine oder auch Li- 
terleukine, Interf erone, Immunglobuline und Chemokine. 

15 

„Verabreichen* der/des erfindungsgemafien mRNA und des Cytokins bzw. der CpG DNA 
bzw. der Adjuvanz-mKNA bedeutet, dem zu behandelnden Organismus, vorzugsweise Sau- 
getier, besonders bevorzugt Mensch, eine geeignete Dosis der erfindungsgemafien rnRNA 
bzw. des Cytokins bzw. der CpG DNA bzw. der Adjuvanz-mRNA zuzuflihren. Die Verab- 
20 reichung kann auf jede geeignete Weise erfolgen, vorzugsweise iiber eine Injekrion, parenteral, 
bspw. intravenos, intraarteriell, subkutan, intramuskular, intraperitoneal oder intradermal 
Ebenso ist eine topische oder orale Verabreichui^ moglich. Auf die Dosierung der erfin- 
dungsgemafien mRNA bzw. des Cytokins bzw. der CpG DNA bzw. der Adjuvanz-mRNA 
wurde bereits oben naher eingegangen. 

25 

Konsequenterweise ist von der vorliegenden Erfindxmg ebenfalls ein Verfahren zur Behand- 
lung von Erkrankungen, insbesondere von Krebs- bzw. Tumorerkrankungen sowie von vira- 
len und bakteriellen Infekrionen, wie beispielsweise Hepatitis B, HIV oder MDR (multi-drug 
resistance)-Infektionen bzw. eine Vakzinierung zur Pravention der vorstehend genannten 
30 Erkrankungen umfasst, welches das Verabreichen der erfindungsgemafien mRNA und des 
Cytokins oder der CpG DNA oder der Adjuvanz-mRNA an einen Patienten, insbesondere 
einen Menschen, umfasst. Hierbei handelt es sich urn eine Kombinationstherapie, bei der 



erfindungsgemafie mKNA und CytoMn bzw. CpG DNA bzw. der Adjuvanz-mRNA der Er- 
findung werden gemeinsam, getrennt oder zeitlich abgestuft verabreicht werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens warden die/das 
erfindungsgemafie mRNA bzw. Cytokb bzw. CpG DNA bzw. der Adjuvanz-mRNA ge- 
trennt bzw. zeitlich abgestufr verabreicht. Hierbei wird in einer besonders bevorzugten Aus- 
fiihrungsform in dem erfindungsgemafien Verfahren der Schritt b. 1 Minute bis 48 Stunden, 
bevorzugt 20 Minuten bis 36 Stunden, ebenfalls bevorzugt 30 Minuten bis 24 Stunden, star- 
ker bevorzugt 10 Stunden bis 30 Stunden, am starksten bevorzugt 12 Stunden bis 28 Stunden, 
insbesondere bevorzugt 20 bis 26 Stunden, nach Schritt a. vorgenommen. Erfindungsgemafi 
kann das Cytokin bzw. die CpG DNA bzw. die Adjuvanz-mRNA aber audi vor oder gleich- 
zeitig mit der erfindungsgemafien mRNA verabreicht werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird in dem erfinungsgemafien Verfahren in 
Schritt a. zusatzlich mindestens ein RNase-Inhibitor, vorzugsweise RNAsin oder Aurintricar- 
bonsaure verabreicht* Dies dient dazu, einem Abbau der DNA durch RNasen (RNA- 
abbauende Enzyme) vorzubeugen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird in dem erfindungsgemafien Verfahren eine Im- 
munantwort verstarkt bzw. moduliert, besonders bevorzugt von einer Th2-Immunantwort in 
eine Thl-Immunantwort verandert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt die mindestens eine erfin- 
dungsgemafie mRNA aus Schritt (a.) des erfindungsgemafien Verfahrens einen Bereich, der 
fur mindestens ein Antigen aus einem Tumor ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 707- 
AP, AFP, ART-4, RAGE, (3-Catenin/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, 
CDK4/m, CEA, CMV pp65, CT, Cyp-B, DAM, EGERI, ELF2M, ETV6-AML1, G250, 
GAGE, GnT-V, GplOO, HAGE, HBS, HER-2/neu, HLA-A*0201-R170I, HPV-E7, HSP70- 
2M, HAST-2, hTERT (oder hTRT), Influenza Matrix-Protein, insbesondere Influenza A- 
Matrix-Mi-Protein oder Influenza B-Matrix-Ml-Protein, iCE, KIAA0205, LAGE, z.B. LA- 
GE-1, LDLR/FUT, MAGE, z.B. MAGE-A, MAGE-B, MAGE-C, MAGE-A1, MAGE-2, 
MAGE-3, MAGE-6, MAGE-10, MART-l/Melan-A, MClR, Myosin/m, MUC1, MUM-1, -2, 
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-3, NA88-A, NY-ESO-1, pl90 minor bcr-abl, Pml/RARa, PRAME, Proteinase 3, PSA, PSM, 
FIPRZl, RAGE, RU1 oder RU2, SAGE, SART-1 oder SART-3, SEC61G, SOX9, SPCl, 
SSX, Survivin, TEL/AML1, TERT, TNQ TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2, Tyrosinase 
undWTlkodiert, 

5 

Besonders bevorzugt enthalt die mindestens eine erfindungsgemafie mRNA einen Bereich, 
der fiir mindestens ein Antigen aus einem Tumor sind ausgewahlt axis der Gruppe bestehend 
aus MAGE-A1 [Acession number (Zugriffsnummer) M77481], MAGE-A6 [Accession num- 
ber NMJ3053631 MelanrA [Accession number NM_005511], GP100 [Accession number 
10 M77348], Tyrosinase [Accession number NMJD00372], Survivin [Accession number 
AF077350], CEA [Accession number NM_004363], Her-2/neu [Accession number M117301 
Mucin-1 [Accession number NMJ)02456], TERT [Accession number NM_003219], PR3 
[Accession number NM_002777], WT1 [Accession number NM_000378], PRAME [Accessi- 
on number NM_006115], TNC (Tenascin C) [Accession number X785651 EGFRI („Epi- 
15 dennal Growth Factor Receptor 1") [Accession number AF288738], SOX9 [Accession num- 
ber Z46629], SEC61G [Accession number NM 014302], PTPRZ1 (Protein Tyrosine 
Phosphatase, Rezeptor-Typ, Z-Polypeptid 1) [Accession number NM_002851], CMV pp65 
[Accession number Ml 5 120], HBS-Antdgen [Accession number E00121], Influenza A- 
Matrix-Ml-Protein Accession number AF348197 und Influenza B-Matrix-Ml-Protein Ac- 
20 cession number V01099 kodiert. 

• Erfindungsgemafi sind ebenfalls funkrionelle Fragmente und/oder funkrionelle Varianten 
einer erfincbngsgemafien mRNA bzw. eines Antigens bzw. eines Cytokins bzw. einer CpG 
DNA bzw. einer Adjuvanz-mRNA der Erfindung sowie. „FunktionelT im Sinne der Erfin- 
25 dung bedeutet, dass das Antigen bzw. die erfindungsgemafie mRNA immunologische bzw, 
immunogene Akrivitat aufweist, insbesondere eine Immunantwort in einem Organismus, in 
dem es fremd ist, auslost. Die erfindungsgemafie mRNA ist funktionell, wenn sie in ein funk- 
tionelles Antigen (oder ein Fragment hiervon) translatiert werden kann. 

30 Unter einem „Fragment" im Sinne der Erfindung ist ein veikurztes Antigen bzw. eine ver- 
kiirzte mRNA bzw. ein verkiirztes Cytokin bzw. eine verkurzte CpG DNA bzw. eine ver- 
kiirzte Adjuvanz-mRNA der vorliegenden Erfindung zu verstehen. Es kann sich hierbei urn 
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N-terminal, C-terminal oder intrasequentiell verkurzte Aminosaure- bzw. Nukleinsaurese- 
quenzen banrMn. 

Die Herstellung erfindungsgemafier Fragmente ist im Stand der Technik gut bekannt und 
kann von einem Fachmann unter Anwendung von Standardverfahren durchgefuhrt warden 
(siehe z.B. Maniaris et aL (2001), Molecular Cloning: Laboratory Manual, Cold Spring Har- 
bour Laboratory Press)* Im allgemeinen kann die Herstellung der eriGndungsgemafien Frag- 
mente durch Modifizieren der DNA-Sequenz, die das Wildtyp-Molekul kodiert, gefolgt von 
einer Transformation dieser DNA-Sequenz in einen geeigneten Wirt und Expression dieser 
modifizierten DNA-Sequenz, unter der Voraussetzung, dass die Modifikation der DNA die 
beschriebenen funkrionellen Aktivitaten nicht zerstort, durchgefuhrt werden. Im Falle der 
erfinchmgsgemafien mKNA kann die Herstellung des Fragements ebenfalls durch Modifizie- 
ren der Wildtyp-DNA-Sequenz gefolgt von einer in vitro Transkription und Isolierung der 
mRNA erfolgen, ebenfalls unter der Voraussetzung, dass die Modifikation der DNA die 
funktionelle Aktivitat der mRNA nicht zerstort. Die Identifizierung eines erfindungsgemafien 
Fragments kann beispielsweise fiber eine Sequenzierung des Fragments und einem nachfol- 
genden Vergleich der erhaltenen Sequenz mit der Wildtyp-Sequenz erfolgen. Die Sequenzie- 
rung kann anhand von Standardverfahren, die im Stand der Technik zahlreich und gut be- 
kannt sind, erfolgen. 

Als „ Varianten" im Sinne der Erfindung werden insbesondere solche Antigene bzw. mRNAs 
bzw. Cytokine bzw. CpG DNA bzw. Adjuvanz-mRNA bezeichnet, die Sequenzunterschiede 
zu den entsprechenden Wildtyp-Sequenzen aufweisen. Bei diesen Sequenzabweichimgen 
kann es sich urn eine oder mehrere Insertion(en), Deietion(en) xmd/ oder Substitution(en) von 
Aminosauren bzw. Nukleinsauren handeln, wobei eine Sequenzhomologie von mindestens 
60%, bevorzugt 70%, starker bevorzugt 80%, ebenfalls starker bevorzugt 85%, noch starker 
bevorzugt 90% imd am meisten bevorzugt 97% vorliegL 

Um die prozentuale Identitat zweier Nukleinsaure- oder Aminosauresequenzen zu bestim- 
men, konnen die Sequenzen abgeglichen werden, um nachfolgend mkeinander verglichen zu 
werden. Hierfur konnen z.B. Liicken in die Sequenz der ersten Aminosaure- bzw. Nuklein- 
sauresequenz eingefuhrt werden und die Aminosauren bzw. Nukleinsauren an der entspre- 
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chenden Position der zwehen Aminosaure- bzw. Nukleinsauresequenz verglichen werden. 
Wenn eine Position in der ersten Aminosauresequenz mit der gleichen Aminosaure bzw. der 
gleichen Nukleinsaure besetzt ist, wie es an einer Position in der zweiten Sequenz der Fall ist, 
H^nn sind beide Sequenzen an dieser Position identisch. Die prozentuale Identitat zwischen 
5 zwei Sequenzen ist eine Funktion der Anzahl identischer Positionen geteilt durch die Se- 
quenzen. 

Die Bestimmung der prozentualen Identitat zweier Sequenzen kann anhand eines mathemati- 
schen Algorithmus durchgefiihrt werden. Ein bevorzugtes, jedoch nicht beschrankendes, 
10 Beispiel eines mathematischen Algorithmus, der fur den Vergleich zweier Sequenzen heran- 
gezogen werden kann, ist der Algorithmus von Karlin et aL (1993), PNAS USA, 90:5873- 
5877. Ein solcher Algorithmus ist in dem NBLAST-Programm integriert, mit dem Sequenzen 
identifiziert werden konnen, die eine gewiinschte Identitat zu den Sequenzen der voiliegen- 
den Erfindung besitzen. Urn einen Liicken-Abgleich (auch "gapped alignment"), wie oben 
15 beschrieben, zu erhalten, kann das "Gapped BLAST" -Programm verwendet werden, wie in 
Altschul et aL (1997), Nucleic Acids Res, 25:3389-3402 beschrieben. 

Funktionelle Varianten im Sinne der Erfindung, konnen vorzugsweise erfindungsgemafie 
mRNA-Molekiile oder Adjirvanz-mRNA-Molekiile sein, die eine erhohte Stabilitat und/oder 
20 Translationsrate gegeniiber ihren WHdtyp-Molekulen aufweisen. Ebenfalls kann ein besserer 
Transport in die Zelle des (Wirts-)Organismus vorKegen. 

^^^^ Unter den Begriff Varianten fallen insbesondere solche Aminosauresequenzen, die gegeniiber 
den physiologischen Sequenzen konservative Substitution aufweisen. Als konservative Substi- 

25 tutionen werden solche Substitutionen bezeichnet, bei denen Aminosauren gegeneinander 
ausgetauscht werden, die aus der gleichen Klasse stammers Insbesondere gibt es Aminosau- 
ren mit aliphatischen Seitenketten, positiv oder negativ geladenen Seitenketten, aromatischen 
Gruppen in der Seitenketten oder Aminosauren, deren Seitenketten Wasserstoffbriicken ein- 
gehen konnen, bspw. Seitenketten, die eine Hydroxyfunktion besitzen. Das bedeutet, dass 

30 bspw. eine Aminosaure mit einer polaren Seitenkette durch eine andere Aminosaure mit einer 
gleichfalls polaren Seitenkette ersetzt wird oder beispielsweise eine durch eine hydrophobe 
Seitenkette gekennzeichnete Aminosaure durch eine andere Aminosaure mit gleichfalls hyd- 
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rophober Seitenkette substituiert wird (z.B. Serin (Threonin) durch Threonin (Serin) bzw. 
Leucin (Isoleucin) durch Isoleucin (Leucin)). Insertionen und Substitutionen sind insbesonde- 
re an solchen Sequenzpositionen moglich, die keine Veranderung der dreidimensionalen 
Struktur hervorrufen oder den Bindungsbereich betreffen. Eine Veranderung einer dreidi- 
5 mensionalen Struktur durch Insertion(en) oder Deletion(en) ist bspw. mit Hilfe von CD- . 
Spektren ^iikulardichroismiis-Spektren) leicht uberpriifbar (Uny, 1985, Absorption, circular 
Dichroism and ORD of Polypeptides, in: Modern Physical Methods in Biochemistry, Neu- 
berger et aL (Hrgb.), Elsevier, Amsterdam), 



Ebenfalls umfasst sind Varianten, bei denen ein „codon usage" erfolgL Jede Animosaure wird 
durch ein Codon, das durch jeweils drei Nukelotide (Triplet*) definiert wird, kodiert. Es ist 
moglich, ein Codon, das eine bestimmte Aminosaure kocfiert, gegen ein anderes Codon, das 
dieselbe Aminosaure kodiert, auszutauschen. Durch die Wahl geeigneter alternativer Codons 
kann beispielsweise die Stabilitat der erfindungsgemafien mRNA erhoht werden. Hierauf wird 
nachstehend noch naher eingeganten. 

Geeignete Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemafien Varianten mit Aminosaurese- 
quenzen, die gegeniiber den Wfldtyp-Sequenzen Substitutionen aufweisen, werden bspw, in 
den Druckschriften US 4/37,462, US 4,588,585, US 4,959,314, US 5,116,943, US 4,879,111 
20 und US 5,017,691 offenbart. Die Herstellung yon Varianten im allgemeinen wird insbesonde- 
re auch von Maniatis et al, (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press) beschrieben. Es konnen hierbei Codons weggelassen, erganzt oder 
ausgetauscht werden. Varianten im Sinne der Erfindung konnen ebenfalls hergestellt werden, 
indem in die Nukleinsauren, welche fur die Varianten kodieren, Veranderungen eingefuhrt 
25 werden, wie bspw. Insertionen, Delitionen und/oder Substitutionen einer oder mehrerer 
Nukleotide. Im Stand der Technik sind zahlreiche Verfahren fur derartige Veranderungen 
von Nukleinsauresequenzen bekannt. Eine der meist verwendeten Technik ist die Oligo- 
nukleotid-gerichtete Orts-spezifische Mutagenese (siehe Comack B., Current Protocols in 
Molecular Biology, 8.01-8.5.9, Ausubel F. et al., AufL 1991). Bei dieser Technik wird ein Oli- 
30 gonukleotid synthetisiert, dessen Sequenz eine bestimmte Mutation aufweist. Dieses Oligo- 
nukleotid wird dann mit einem Template hybridisiert, das die WUdiyp-Nukleinsaiiresequenz 
enthalt. Bevorzugt wird bei dieser Technik ein einzelstrangiges Template verwendet. Nach 
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dem Annealing von Oligonukleotid und Template, wild eine DNA-abhangige DNA- 
Polymerase eingesetzt, urn den zweiten Strang des Oligonukleotids, der komplementar zu 
dem Template-DNA-Strang ist, zu synthetisieren. Als Ergebnis wird ein Heteroduplex- 
Molekiil erhalten, welches eine Fehlpaarung enthak, die durch die oben eiwahnte Mutation in 
dem Oligonukleotid entsteht. Die Oligonukleotidsequenz wird in ein geeignetes Plasmid ein- 
gefuhrt, dieses wird in eine Wirtszelle eingefuhrt und in dieser Wirtszelle wird die Oligo- 
nukleotid-DNA repliziert. Mit dieser Technik erhalt man Nuklein sauresequenzen mit geziel- 
ten Vefanderungen (Mutarionen), welche fur die Herstellung von Varianten gemafi der Erfin- 
dung verwendet werden konnen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist das mindes- 
tens eine Cytokin ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus IL-1 (a/p), IL-2, IL-3, DL-4, EL-5, 
IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, EL-13, DL-15, IL-18, IL-21, IL-22, EL-23, IFN-a, IFN-p, 
IFN-y, LT-a, MCAF, RANTES, TGFa, TGFpl, TGFP2, TNFa, TNFp und besonders be- 
vorzugt G-CSF oder GM-CSF besteht, insbesondere (rekombinante oder nicht- 
rekombinante) der humanen Formen der vorgenannten Cytokine. In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform liegen die Cytokine als RNA bzw. RNA-Konstrukte vor. 

Die mRNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) des Verfahrens gemafi der Erfindung kann 
als nackte mRNA vorliegen. Bevorzugt liegt die mRNA aus Schritt (a*) und/oder Schritt (b.) 
des erfindungsgemafien Verfahrens als Globin-UTR (untranslated regions)-stabilisieite 
mRNA, insbesondere als p-Globin-UTR-stabilisierte mRNA, vor. 

Es konnte erfindungsgemafi festgestellt werden, dass die Injektion von nackter P-Globin- 
UTR (untranslated regions)-stabilisierter erfindungsgemafie mRNA in die Ohrmuschel eines 
Saugetiers (z.B. von Mausen) eine spezifische Immunantwort gegen das Antigen, das durch 
die erfindungsgemafie mRNA kodiert wird, induziert (17). Mit anderen Worten, haben die 
Erfinder den Verlauf der injizierten fi-Globin-UTR-stabilisierten mRNA und den Typ der 
Immunantwort, den sie auslost, verfolgt bzw. untersucht und so eine Translation in vwo nach- 
gewiesen (siehe Figur 1). Diese Vakzinierungsstrategie wurde weiter imtersucht und es wurde 
eine pharmazeutische mRNA entwickelt, die in humanen klinischen Versuchen verwendet 
werden kann. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform Kegt die mRNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) 
des arfindungsgemafien Verfahrens als modifizieite mRNA, insbesondere stabilisierte mRNA, 
voiiiegen. Modifikationen der erfindungsgemafien mRNA. dienen hierbei vor allem der Erho- 
5 hung der Stabilitat der erfindungsgemafie mRNA aber auch der Verbesserung des Transfers 
der erfindungsgemafie mRNA in eine Zelle bzw. ein Gewebe eines Organismus. Vorzugswei- 
se weist die erfindungsgemafie mRNA des erfindungsgemafien Verfahrens eine oder mehrere 
Modifikationen, insbesondere chemische Modifikationen, auf, die zur Erhohung der Halb- 
wertszeit der erfindungsgemafie mRNA im Organismus beitragen bzw. den Transfer der 
1 0 erfindungsgemafie mRNA in die Zelle bzw. ein Gewebe verbessern. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist der G/C- 
Gehalt des kodierenden Bereichs der modifizierten mRNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt 
(b.) des erfindungsgemafien Verfahrens gegeniiber dem G/C-Gehalt des kodierenden Be- 
15 reichs der Wildtyp-RNA erhoht, wobei die kodierte Aminosauresequenz der modifizierten 
erfindungsgemafien mRNA gegeniiber der kodierten Aminosauresequenz der Wildtyp- 
mRNA vorzugsweise nicht verandert ist. 

Diese Modifikation beruht auf der Tatsache, dass fur die effiziente Translation einer mRNA 
20 die Sequenzabfolge des zu translarierenden Bereichs der mRNA wesentlich ist. Bedeutungs- 
voll ist hier die Zusammensetzung und die Abfolge der verschiedenen Nucleotide, Insbeson- 
dere sind Sequenzen mit erhohtem G (Guanosin)/ C (Cytosin)-Gehalt stabiler als Sequenzen 
mit einem erhohten A (Adenosin) AJ (Uracil)-Gehalt. Daher werden erfindungsgemafi unter 
Beibehaltung der translatierten Aminosaureabfolge die Codons gegeniiber der Wildtyp- 
25 mRNA derart variiert, dass sie vermehrt G/C-Nukleotide beinhalten. Aufgrund der Tatsache, 
dass mehrere Codons fur ein und dieselbe Aminosaure kodieren (sog. Regeneration des 
genetischen Codes"), konnen die fur die Stabilitat giinstigsten Codons ermittelt werden (sog, 
^alternative Codonverwendung" oder englisch; „codon usage"). 

30 In Abhangigkeit von der durch die modifizierte erfindungsgemafie mRNA zu kodierenden 
Aminosaure sind unterschiedliche Moglichkeiten zur Modifikation der erfindungsgemafien 
mRNA-Sequenz gegeniiber der Wildtyp-Sequenz moglich. Im Fall von Aminosauren, die 
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durch Codons kodiert werden, die ausschliefilich G- oder C- Nukleotide enthalten, ist keine 
Modifikarion des Codons erforderlicL So erfordem die Codons fur Pro (CCC oder CCG), 
Arg (CGC oder CGG), Ala (GCC oder GCG) und Gly (GGC oder GGG) keine Verande- 
rung, da kein A oder U vorhanden ist. 

5 

Dem entgegen konnen Codons, welche A- und/oder U-Nukleotide enthalten durch Substitu- 
tion anderer Codons, welche die gleichen Aminosauren kodieren, jedoch kein A und/oder U 
enthalten, verandert werden. Beispiele hierfur sind: 

10 - die Codons fur Pro konnen von CCU oder CCA zu CCC oder CCG verandert werden; 

die Codons fur Arg konnen von CGU oder CGA oder AGA oder AGG zu CGC oder 
CGG verandert werden; 

die Codons fur Ala konnen von GCU oder GCA zu GCC oder GCG verandert werden; 
die Codons fur Gly konnen von GGU oder GGA zu GGC oder GGG verandert werden. 
15 

In anderen Fallen konnen A- bzw. U-Nukleotide zwar nicht aus den Codons eliminiert wer- 
den, jedoch ist es moglich, den A- und U-Gehalt zu verringern, indem Codons verwendet 
werden, die einen geringeren Anteil A- und/oder U-Nukleotide enthalten. Beispiele hierfur 
sind: 

20 

die Codons fur Phe konnen von UUU zu UUC verandert werden; 

- die Codons fur Leu konnen von UUA, UUG, CUU oder CUA zu CUC oder CUG ver- 
andert werden; 

- die Codons fur Ser konnen von UCU oder UCA oder AGU zu UCC, UCG oder AGC 
25 verandert werden; 

das Codon fur Tyr kann von UAU zu UAC verandert werden; 
das Codon fur Cys kann von UGU zu UGC verandert werden; 
das Codon His kann von CAU zu CAC verandert werden; 
das Codon fur Gin kann von CAA zu CAG verandert werden; 
30 - die Codons fur He konnen von AUU oder AUA zu AUG verandert werden; 

die Codons fur Thr konnen von ACU oder ACA zu ACC oder ACG verandert werden; 
das Codon fur Asn kann von AAU zu AAC verandert werden; 
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- das Codon fur Lys kann von AAA zu AAG verandert werden; 

die Codons fur Val konnen von GUU oder GUA zu GUC oder GUG verandert werden; 
das Codon fur Asp kann von GAU zu GAC verandert werden; 

- das Codon fur Glu kann von GAAzu GAG verandert werden, 

5 - das Stop-Codon UAA kann zu UAG oder UGA verandert werden. 

Im Falle der Codons fur Met (AUG) und Trp (UGG) besteht hingegen keine Moglichkeit der 
Sequenzmodifikation. 

10 Die vorstehend aufgefiihrten Substitutionen konnen sowohl einzeln aber auch in alien mogli- 
I chen Kombinationen zur Erhohung des G/C-Gehalts der modifizierten erfindungsgemafien 
mRNA gegeniiber der Wfldtyp-mRNA (der urspriinglichen Sequenz) veiwendet werden. So 
konnen beispielsweise alle in der Wildtyp-Sequenz auftretenden Codons fur Thr zu AGC (o- 
der ACG) verandert werden. Bevorzugt werden jedoch beispielsweise Kombinationen der 
1 5 vorstehenden Substitutionsmoglichkeken veiwendet: 

Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz (WHdtyp-mRNA) fur Thr kodierenden 
Codons zu AGC (oder ACG) und Substitution aller urspriinglich fur Ser kodierenden Co- 
dons zu UCC ( oder UCG oder AGC); 

Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fur lie kodierenden Codons zu AUC 
und Substitution aller urspriinglich fur Lys kodierenden Codons zu AAG und Substituti- 
on aller urspriinglich fur Tyr kodierenden Codons zu UAC; 

25 - Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fur Val kodierenden Codons zu GUC 
(oder GUG) und Substitution aller urspriinglich fur Glu kodierenden Codons zu GAG 
und Substitution aller urspriinglich fur Ala kodierenden Codons zu GCC (oder GCG) 
und Substitution aller urspriinglich fur Arg kodierenden Codons zu CGC (oder CGG); 

30 - Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fur Val kodierenden Codons zu GUC 
(oder GUG) und Substitution aller urspriinglich fur Glu kodierenden Codons zu GAG 
und Substitution aller urspriinglich fur Ala kodierenden Codons zu GCC (oder GCG) 
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und Substitution aller urspriinglich fur G\y kodierenden Codons zu GGC (oder GGG) 
und Substituion aller urspriinglich fur Asa kodierenden Codons zu AAQ 

Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fur Val kodierenden Codons zu GUC 
(oder GUG) und Substitution aller uspriinglich fur Phe kodierenden Codons zu UUC und 
Substitution aller urspriinglich fur Cys kodierenden Codons zu UGC und Substitution al- 
ler urspriinglich fur Leu kodierenden Codons zu CUG (oder CUC) und Substitution aller 
urspriinglich fiir Gin kodierenden Codons zu CAG und Substitution aller urspriinglich 
fur Pro kodierenden Codons zu CCC (oder CCG); 



usw. 



Vorzugsweise wird der G/C-Gehalt des fur das Antigen kodierenden Bereichs der modifizier- 
ten erfindungsgemafien mKNA urn mindestens 7%-Punkte, mehr bevorzugt urn mindestens 
15 15%-Punkte, besonders bevorzugt urn mindestens 20%-Punkte gegeniiber dem G/C-Gehak 
des kodierten Bereichs der fur das Antigen kodierenden W3dtyp-mRNA erhoht, 

Besonders bevorzugt ist es in diesem Zusammenhang, den G/C-Gehalt der modifizaerten 
erfindungsgemafien mRNA, insbesondere in dem fur das Antigen kodierenden Bereich, im 
20 Vergleich zur Wildtyp-Sequenz maximal zu erhohen. 

Eine weitere bevorzugte Modifikation der mKNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) des 
erfindungsgemafien Verfahrens basiert auf der Erkenntnis, dass die Translationseffizienz e- 
benfalls durch eine unterschiedliche Haufigkeit im Auftreten von tRNAs in Zellen bestimmt 
25 wird Sind daher in einer RNA-Sequenz vermehrt sogenannte "seltene" Codons vorhanden, 
so wird die entsprechende mKNA deutlich schlechter translatiert als in dem Fall, dass fur 
relativ "hatifige" tRNAs kodierende Codons vorhanden sind 



Somit wird in der modifizierten erfindungsgemafien mKNA des erfindungsgemafien Verfah- 
rens, der fiir das Antigen kodierende Bereich gegeniiber dem entsprechenden Bereich der 
Wfldtyp-mRNA derart verandert, dass mindestens ein Codon der Wildtyp-Sequenz, das fur 
eine in der Zelle relativ seltene tRNA kodiert, gegen ein Codon ausgetauscht, das fur eine in 
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der Zelle relativ haufige tRNA kodiert, welche die gleiche Aminosaure tragt wie die relativ 
seltene tKNA- Durch diese Modifikation werden die RNA-Sequenzen derart modifiziert, dass 
Codons eingefugt werden, fur die haufig vorkommende tRNAs zur Verfugung stehen. An- 
ders ausgedruckt, konnen durch diese Modifikation erfindungsgemafi alle Codons der Wild- 
5 typ-Sequenz, die fur eine in der Zelle relativ seltene tRNA kodieren, jeweils gegen ein Codon 
ausgetauscht werden, das fur eine in der Zelle relativ haufige tRNA kodiert, welche jeweils die 
gleiche Aminosaure tragt wie die relativ seltene tRNA 

Welche tRNAs relativ haufig in der Zelle auftreten und welche demgegeniiber relativ selten 
10 auftreten, ist einem Fachmann bekannt; vgL bspw. Akashi, Curr. Opin. Genet. Dev. 2001, 




11(6): 660-666. 



Erfindungsgemafi besonders bevorzugt ist es, den in der modifizierten erfindungsgemafien 
iriRNA erhohten, insbesondere maxixnalen, sequenziellen G/GAnteil mit den "haufigen" 
1 5 Codons zu veikniipfen, ohne die Aminosauresequenz des durch den kodierenden Bereich der 
mRNA kodierten Antigens zu verandern. Diese bevorzugte Ausfuhrungsform stellt eine be- 
sonders effizient translatierte und stabilisierte erfindungsgemafie mRNA bspw. fur das erfin- 
dungsgemafie Verfahren bereit. 

20 Die Ermittlung einer wie vorstehend beschrieben modifizierten erfindungsgemafien mRNA 
(Erhohung des G/C-Gehalts; Austausch von tRNAs) kann anhand des in der WO 
02/098443 - deren Offenbarungsgehalt vollinhaltlich in die vorliegende Erfindung einbezo- 
gen wird - erlauterten Computerprogramms ermittelt werden. Mit diesem Computerpro- 
gramm kann anhand des genetischen Codes bzw. dessen degenerativer Natur die Nucleotide 
25 Sequenz einer beliebigen mRNA derart modifiziert werden, dass sich ein maximaler G/C- 
Gehalt in Verbindung mit der Verwendung von Codons, die fiir moglichst haufig in der Zelle 
vorkommende tRNAs kodieren, ergibt, wobei die durch die modifizierte mRNA kodierte 
Aminosaure-Sequenz gegeniiber der nicht-modifizierten Sequenz vorzugsweise nicht veran- 
dert ist. Alternativ kann auch nur der G/ C-Gehalt oder nur die Codonverwendung gegeniiber 
30 der urspriinglichen Sequenz modifiziert werden. Der Quellcode in Visual Basic 6.0 (eingesetz- 
te Entwicklungsumgebung: Microsoft Visual Studio Enterprise 6.0 mit Servicepack 3) ist e- 
benfalls in der WO 02/098443 angegeben. 
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In einer wekeren bevorzugten Ausfiihrungsfonn der vorKegenden Erfindung ist der A/U- 
Gehak in der Umgebung der Ribosomen-Bindungsstelle der modifizierten mRNA aus Schiitt 
(a.) und/oder Schritt (b.) des erfindungsgemafien Verfahrens gegeniiber dem AAJ-Gehalt in 

5 der Umgebung der Ribosomen-Bindungsstelle der Wfldtyp-mRNA erhoht. Diese Modifikati- 
on (ein erhohter AAJ-Gehalt urn die Ribosomen-Bindungsstelle) erhoht die Effizienz der 
Ribosomen-Bindung an die erfindungsgemafie mRNA Eine wirksame Bindung der Riboso- 
men an die Ribosomen-Bindungsstelle (Kozak-Sequenz: GCCGCCAGCAUGG, das AUG 
bildet das Startcodon) bewiikt wiederum eine effiziente Translation der erfindungsgemafien 

10 mRNA 

Eine ebenfalls bevorzugte Amfiihningsform der vorliegenden Erfindung betrifft ein erfin- 
dungsgemafies Verfahren, wobei der kodierende Bereich und/oder der 5'- und/ oder 3'-nicht- 
translatierte Bereich der modifizierten mRNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) gegeniiber 
15 der Wildtyp-mRNA derart verandert ist, dass er keine destabilisierenden Sequenzelemente 
enthalt, wobei die kodierte Aminosauresequenz der modifizierten erfindungsgemafien mRNA 
gegeniiber der Wildtyp-mRNA vorziigsweise nicht verandert ist. Es ist bekannt, dass bei- 
spielsweise in den Sequenzen eukaiyotischer mRNAs destabilisierende Sequenzelemente 
(DSE) auftreten, an welche Signalproteine binden und den enzymatischen Abbau der mRNA 
20 in vivo regulieren. Daher konnen zur weiteren Stabilisierung der modifizierten erfindungsge- 
mafien mRNA gegebenenfalls im fur das Antigen kodierenden Bereich ein oder mehrere der- 
arrige Veranderungen gegeniiber dem entsprechenden Bereich der Wfldtyp-mRNA vorge- 
nommen werden, so dass dort keine bzw. im wesentlichen keine destabilisierenden Sequenz- 
elemente enthalten sind Durch derartige Veranderungen konnen erfindungsgemafi ebenfalls 
25 in den nicht-translatierten Bereichen (3 - und/oder 5'-UTR) vorhandene DSE aus der erfin- 
dungsgemafien mRNA eliminiert werden. 

Derartige destabilisierende Sequenzen sind bspw. AU-reiche Sequenzen ("AURES"), die in 3'- 
UTR-Abschnitten zahlreicher instabiler mRNA voikommen (Caput et aL, Proc. Nad. Acad 
30 Sci. USA 1986, 83: 1670 bis 1674). Die in dem erfindungsgemafien Verfahren enthaltenen 
erfindungsgemafien mRNA-Molekule sind daher vorzugsweise derart gegeniiber der Wildtyp- 
mRNA verandert, dass sie keine derarrigen destabilisierenden Sequenzen aufweisen. Dies gilt 
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auch fur solche Sequenzmotive, die von moglichen Endonucleasen eikannt werden, bspw. die 
Sequenz GAACAAG, die im 3' UTR-Segment des fur den Transferin-Rezeptor kodierenden 
Gens enthaken ist (Binder et al, EMBO J. 1994, 13: 1969 bis 1980). Auch diese Sequenzmo- 
tive werden bevorzugt in der modifizierten erfindungsgemafien mKNA des erfindungsgema- 
5 fien Verfahrens entf ernt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weist die modi- 
fizierte mRNA aus Schritt (a-) und/oder Schritt (b.) des erfindungsgemafien Verfahrens eine 
S'-Cap-Strukcur auf. Beispiele von Cap-Stxukturen, die erfindungsgemafi veiwendet werden 
konnen, sind m7G(5')ppp (^G^ppp^OA und G(5')ppp(5*)G. 

Femer ist es bevorzugt, dass die modifizierte mRNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) des 
erfindungsgemafien Verfahrens einen Poly(A)-Schwanz, vorzugsweise von mindestens 25 
Nukleotiden, starker bevorzugt von mindestens 50 Nukleotiden, noch starker bevorzugt von 
mindestens 70 Nukleotiden, ebenfalls starker bevorzugt von mindestens 100 Nukleotiden, am 
starksten bevorzugt von mindestens 200 Nukleotiden aufWeist. 

Ebenfalls bevorzugt weist die modifizierte mRNA axis Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) des 
erfindungsgemafien Verfahrens mindestens eine IRES und/oder mindestens eine 5'- 
20 * und/oder S'-StabiUsierungssequenz auf. Erfindungsgemafi konnen demnach in die modifi- 
zierte mRNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) eine oder mehrere sog. IRES (engl. „inter- 
nal ribosomal entry side") eingefugt werden. Eine IRES kann so als alleinige Ribosomen- 
Bindungsstelle fungieren, sie kann jedoch auch zur Bereitstellung einer mRNA axis Schritt (a.) 
und/oder Schritt (b.) dienen, die mehrere Antigene kodiert, die unabhangig voneinander 
25 durch die Ribosomen translatiert werden sollen ("multicistronische mRNA"). Beispiele erfin- 
dungsgemafi verwendbarer IRES-Sequenzen sind diejenigen aus Picornaviren (z.B. EMDV), 
Pestviren (CFFV), Polioviren (PV), Enzephalo-Myocarditis-Viren (ECMV), Maul-und- 
Klauenseuche-Viren (EMDV), Hepatitis-C-Viren (HCV), Klassisches-Schweinefieber-Viren 
(CSFV), Murines-Leukoma-Virus (MLV), Simean-Immundefizienz-Viren (SIV) oder Cricket- 
30 Paralysis-Viren (CrPV). 
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Weiterhin bevorzugt weist die modifizierte mRNA axis Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) des 
erfindungsgemafien Verfahrens mindestens eine 5 - und/oder 3'-Stabilisierungssequenz auf. 
Diese StabiKsierungssequenzen in den 5'- und/oder 3'- nicht-translarierten Bereichen bewir- 
ken eine Erhohung der Halbwertszeit der erfindungsgemafien mRNA im CytosoL Diese Sta- 
bilisierungssequenzen konnen eine 100%ige Sequenzhomologie zu natiirlich vorkommenden 
Sequenzen, die in Viren, Bakterien und Eukaiyoten auftreten, aufweisen, konnen aber auch 
teilweise oder vollstandig synthetischer Natur sein. Als Beispiel fur stabilisierende Sequenzen, 
die in der vorliegenden Erfindung verwendbar sind, konnen die nicht-translarierten Sequen- 
zen (UTR) des (3-Globingens, bspw. von Homo sapiens oder Xenopus laeuis, genannt werden. 
Ein anderes Beispiel einer Stabilisierungssequenz weist die allgemeine Formel 
(CAJ0CCAN x OOC(U/A)IV x U^ auf, die im 3TJTR der sehr stabilen mRNA enthal- 

ten ist, die fiir oc-Globin, a-(I)-Collagen, 15-Lipoxygenase oder fur Tyrosin-Hydroxylase ko- 
diert (vgL Holcik et aL, Proa Natl Acad ScL USA 1997, 94: 2410 bis 2414). Selbstverstand- 
lich konnen derartige StabiKsierungssequenzen einzeln oder in Kombinarion miteinander als 
auch in Kombinarion mit anderen, einem Fachmann bekannten StabiKsierungssequenzen 
verwendet werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weist die modifizierte 
mRNA aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) des erfindungsgemafien Verfahrens mindestens 
ein Analoges natiirlich vorkommender Nukleotide auf. Dieses/diese Analoges/Analoga 
dient/dienen der weiteren Stabilisierung der modifizierten erfindungsgemafien mRNA, wobei 
dies auf der Tatsache beruht, dass die in den Zellen vorkommenden RNA-abbauenden En- 
zyme als Substrat vorzugsweise natiirlich voikommende Nukleotide erkennen. Durch Einfu- 
gen von NuHeotid-Analoga in die RNA kann daher der RNA-Abbau erschwert werden, wo- 
bei die Auswiikung auf die Translarionseffizienz bei Einfugen dieser Analoga, insbesondere 
in den kodierenden Bereich der mRNA, einen positiven oder negativen Effekt auf die Trans- 
larionseffizienz haben kann. In einer keineswegs abschliefienden Aufeahlung konnen als Bei- 
spiele erfindungsgemafi verwendbarer Nukleotidanaloga Phosphoramidate, Phosphorthioate, 
Peptidnukleotide, Methylphosphonate, 7-Deiazaguaonsin, 5-Methylcytosin und Inosin ge- 
nannt werden. Die Herstellung derartiger Analoga sind einem Fachmann bspw. aus den US- 
Patenten 4,373,071, US 4,401,796, US 4,415,732, US 4,458,066, US 4,500,707, US 4,668,777, 
US 4,973,679, US 5,047,524, US 5,132,418, US 5,153,319, US 5,262,530 und 5,700,642 be- 
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kannt. Erfindungsgemafi konnen derartige Analoga in nicht-lxanslatierten und translatierten 
Bereichen der modifizierten mKNA voikommen. 

Einem Fachmann sind verschiedene Verfahren gelaufig, die beschriebenen Modifikarionen 
5 vorzunehmen. Einige dieser Verfahren wurden bereits in dem obigen Abschnitt zu den Vari- 
anten der Erfindung beschrieben. Beispielsweise kann zur Substitution von Codons in der 
modifizierten erfindungsgemafien mRNA im Falle kurzerer kodierender Bereiche die gesamte 
erfindungsgemafie mKNA chemisch unter Verwendung von Standardtechniken synthetisiert 
werden. 

10 

• Bevorzugt werden allerdings Substitutionen, Additionen oder Eliminierungen von Basen un- 
ter Verwendung einer DNA-Matrize zur Herstellung der modofizierten erfindungsgemafien 
mRNA mit Hilfe von Techruken der gangigen zielgerichteten Mutagenese eingefuhrt (siehe 
z.B. Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
15 Press, 3. AufL, Cold Spring Harbor, NY, 2001). Bei einem solchen Verfahren wird zur Her- 
stellung der erfindungsgemafien mKNA ein entsprechendes DNA-Molekul in vitro transkri- 
biert. Diese DNA-Matrize besitzt einen geeigneten Promotor, bspw. einen T7 -oder SP6- 
Promotor, fur die in vitro Transkription, dem die gewiinschte Nukleotidsequenz fur die herzu- 
stellende erfindungsgemafie mRNA und ein Termisationssignal fur die in in vitro Transkribti- 
20 on folgen. Erfindungsgemafi wird das DNA-Molekul, das die Matrize des herzustellenden 
RNA-Konstrukts bildet, durch fermentative Vermehrung und anschliefiende Isolierung als 
Teil eines in Bakterien replizierbaren Plasmids hergestellt. Als fur die vorliegende Erfindung 
geeignete Plasmide konnen bspw. die Plasmide pT7Ts (GenBank-Zugriffsnummer U26404; 
Lai et aL, Development 1995, 121: 2349 bis 2360), pGEM*-Reihe, bspw. pGEM*-l (Gen- 
25 Bank-Zugriffsnummer X65300; von Promega) und pSP64 (GenBank-Zugriffsnummer 
X65327) genannt werden; vgL auch Mezei und Storts, Purification of PCR Products, in: Grif- 
fin und Griffin (Hrsg.), PCR Technology Current Innovation, CRC Press, Boca Raton, FL, 
2001. 

30 Es kann so unter Verwendung kurzer synthetischer DNA-Oligonukleotide, die an den ent- 
stehenden Schnittstellen kurze einzelstrangige Ubergange aufweisen, oder durch chemische 
Synthese hergestellte Gene die gewiinschte Nukleotidsequenz nach einem Fachmann gelaufi- 
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gen molekularbiologischen Methoden in ein geeignetes Plasmid cloniert werden (vgL Maniatis 
et aL, supra). Das DNA-Molekul wind dann aus dem Plasmid, in welchem es in einfacher oder 
mehrfacher Kopie vorliegen kann, durch Verdauung mit Restriktionsendonukleasen ausge- 
schnitten. 

5 

In einer wekeren Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die modifizierte mRNA 
aus Schritt (a.) und/oder Schritt (b.) des erfindungsgemafien Verfahrens mit mindestens ei- 
nem kationischen oder potykarionischen Agens komplexiert oder kondensiert ist. Bevorzugt 
handelt es sich bei einem solchen kationischen oder poykationischen Agens urn ein .Agens, 
10 das aus der Gruppe bestehend aus Protamin, Poly-L-Lysin, Poly-LAxginin und Histonen 
ausgewahk ist. 

Durch diese Modifikation der erfindungsgemafien mRNA kann der wiiksame Transfer der 
modifizierten erfindungsgemafien mRNA in die zu behandelnden Zellen bzw. das zu behan- 
15 delndes Gewebe bzw. den zu behandelnden Organismus dadurch verbessert werden, dass die 
modifizierte erfindungsgemafie mRNA mit einem kationischen Peptid oder Protein assoziiert 
oder daran gebunden ist. Insbesondere ist dabei die Verwendung von Protamin als polykatio- 
nisches, Nukleinsaure-bindendes Protein besonders wiiksam. Die Verwendung anderer kati- 
onischer Peptide oder Proteine, wie Poty-L-Lysin oder Histonen, ist selbstverstandlich eben- 
. 20 falls moglich. Diese Voigehensweise zur Stabilisierung der modifizierten erfindungsgemafien 
mRNA wird beispielsweise in EP-A-1083232 beschrieben, deren diesbeziiglicher Offenba- 
rungsgehalt in die vorliegende Erfindimg vollumfanglich eingeschlossen ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird die modifizierte erfin- 
25 dungsgemafie mRNA des erfindungsgemafien Verfahrens mit Polyethylenimin (PEI) stabili- 
siert. 



Sowohl die erfindungsgemafie mRNA als auch die modifizierte erfindungsgemafie mRNA 
kann einzel- oder doppelstrangig vorliegen. 

30 

Samtliche der, unter Bezugnahme auf die erfindungsgemafie mRNA aus Schritt (a.), voran- 
stehend beschriebenen Modifikationen (z.B. Einfuhrung von Nukleotidanaloga, 5'-Cap- 



* 
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Stuktur usw.), finden im Sinne der Erfindung ebenfalls auf die Adjuvanz-mKNA axis Schritt 
(b.) des erfindungsgemafien Verfahrens Aowendung. 

Gemafi einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es 
5 sich bei der Adjuvanz-niRNA urn relativ kurze KNA-Molekiile, die bspw. aus etwa 2 bis etwa 
1.000 Nukleotiden, voizugsweise aus etwa 8 bis etwa 200 Nukleotiden, besonders bevoizugt 
aus 15 bis etwa 31 Nukleotiden, besteht. 

Erfindungsgemafi kann die Adjuvanz-mKNA ebenfalls einzel- oder doppelstrangig vorliegen. 
1 0 Dabei kann insbesondere doppelstmngige RNA mit einer Lange von 21 Nucleotiden auch als 
Interferenz-RNA eingesetzt werden, urn spezifisch Gene, z.B. von Tumorzellen, auszuschal- 
ten, und so diese Zellen gezielt abzutoten oder um darin aktive, fur eine maligne Entartung 
verantwortlich zu machende Gene zu inaktrvieren (Elbashir et aL, Nature 2001, 411, 494- 
498). 

15 

Die vorstehend beschriebenen, samtlichen Modifikationen der erfindungsgemaften mRNA 
bzw. der Adjuvanz-mKNA des erfindungsgemafien Verfahrens konnen im Sinne der Erfin- 
dung einzeln oder in Kombinarionen miteinander auftreten. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Erzeugnis, enthaltend mindestens eine 
erfindungsgemafie mRNA, enthaltend einen fur mindestens ein Antigen eines Pathogens oder 
mindestens ein Tumorantigen kodierenden Bereich und mindestens ein Cytokin oder mindes- 
tens eine CpG DNA oder mindestens einer Adjuvanz-mKNA als Kombinationspraparat zur 
gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abgestuften Anwendung bei der Behandlung und/ oder 
25 Prophylaxe von Krebserkrankungen, Tumorerkrankungen, Allergien, Autoimmxinerkrankun- 
gen, wie Multiple Sklerose, viralen und/ oder bakteriellen Infektionen. 

Die Bestandteile des erfindungsgemafien Erzeugnises: mindestens eine erfindungsgemafie 
mRNA enthaltend einen fur mindestens ein Antigen eines Pathogens oder mindestens ein 
30 Tumorantigen kodierenden Bereich (1. Bestandteil) und mindestens ein Cytokin oder mindes- 
tens eine CpG DNA oder mindestens eine Adjuvanz-mKNA (2, Bestandteil), stehen durch 
ihre zielgerichtete Verwendung in funktioneller Einheit. Die Bestandteile des Erzeugnisses 
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konnen die oben beschriebene, erfindungsgemafie, vorteilhafte Wiikung nicht unabhangig 
voneinander entfalten, so dass trotz der raumlichen Trennung der Bestandteile 1 und 2 (zur 
gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abgestuften Verabreichung) ihre Anwendung als neu- 
es, nicht im Stand der Technik beschriebenes Kombinarionserzeugnis vorliegt* 

Ein erfindungsgemafies Erzeugnis kann alle Bestandteile, Substanzen und Ausfuhrungsfor- 
men umfassen, wie sie in einem Verfahren bzw. Therapieverfahren bzw. Verfahren zur Be- 
handlung und/oder Prophylaxe von Erkrankungen bzw. Kombinationstherapieverfahren 
gemafi der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Kit, das mindestens eine erfindungsgeim- 
fie mRNA, enthaltend einen fur mindestens ein Antigen eines Pathogens oder mindestens ein 
Tumorantigen kodierenden Bereich, und mindestens ein Cytokin oder mindestens eine CpG 
DNA oder mindestens eine Adjuvanz-niRNA enthalt, wobei die mindestens eine erfindungs- 
gemafie mKNA, enthaltend einen fur mindestens ein Antigen eines Pathogens oder mindes- 
tens ein Tumorantigen kodierenden Bereich, und das mindestens eine Cyokin oder mindes- 
tens eine CpG DNA oder mindestens eine Adjuvanz-mRNA voneinander getrennt sincL 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft die Verwendung des Kits zur Be- 
handlung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen, Tumoerkrankungen, Allergen, Au- 
toimmuneikrankungen, wie Multiple Sklerose, und/oder viralen und/ oder bakteriellen Infek- 
tionen, wie beispielsweise Hepatitis B, HIV oderMDR (multi-drug resistance)-Infektionen. 

Die in der nachfolgenden Beschreibung der Figuren sowie in den nachfolgenden Beispielen 
genannte mRNA betrifft die erfindungsgemafie mRNA 

Figuren 

Figur 1 zeigt die in vivo Translation von injizierter erfindungsgemafier mRNA Mausen 
wurden in die Ohrmuschel Injektionspuffer (150 mMNaCl, 10 mM HEPES) 
(„Puffer u ), p-Galactosidase kodierende p-Globin-UTR-stabilisierte mRNA, 
verdiinnt in Injektionspuffer, („Lac Z mRNA") oder P-Galactosidase kodie- 
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rende DNA in PBS („lacZ DNA") injiziert. 16 Stunden nach der Injekrion 
wurden die Manse getotet, die Ohren wurden rasiert, entfernt und in Einbet- 
tungsmedium eingefroren. Dann wurden Gefrierabschnkte angefertigt, fixieit 
und iiber Nacht mit X-Gal enthakender Losung angefarbt. Zellen, die p- 
Galactosidase exprimierten, erschienen blau. Die Anzahl der in jeden Ab- 
schnitt detekrierten blauen Zellen wird in den Diagrammen (linke Halfte der 
Figur 1) dargestelfc Auf der X-Achse ist die Lange des analysierten Ohrab- 
schnitts aufgetragen (0 ist willkiirlich dem ersten Abschnitt, zugeordnet, der 
blaue Zellen zeigt; bei den mit Puffer injizierten Mausen, wurde der Bereich, 
der 2 mm urn die Injekdonsstelle lag, analysiert und die 0 willkurlich be- 
stimmt): Jeder Abschnitt betragt 50 /im und somit decken einige aufeinander- 
folgende Abschnitte eine Gesamtdistanz von einigen Millimetern ab. In jedem 
der Diagramme (Puffer-injizierte Mause, mKNA-injizierte Mause, DNA- 
injizierte Mause) sind die beiden Abschnitte, die durch einen Stem und eine 
graue Saule gekennzeichnet sind, die Abschnitte, die in den begleitenden Mik- 
roskopie-Abbildungen (rechte Halfte der Figur 1) dargestellt sind Hier zeigen 
offene Pfeile eine endogene Expression der p-Galactosidase-Akrivitat haupt- 
sachlich in den Ohrfollikeln an. Diese endogene Aktivitat ist durch eine sehr 
schwache und diffuse Blaufarbung erkennbar. Schwarz ausgefullte Pfeile zei- 
gen blaue Zellen an, die aus der Aufnahme und Translation einer p- 
Galaaosidase kodierenden exogenen Nukleinsaure resultieren. Solche Zellen 
sind an der Injekdonsstelle in der Dermis lokalisiert und zeigen eine starke 
Blaufarbung. Einzelne Abschnitte wurden fotografiert. Die Abschnitte mit den 
meisten blauen Zellen werden dargestellt (sie entsprechen den Abschnitten, 
die in den Diagrammen mit einem Stern markiert sin<^. Die Anzahl der blauen 
Zellen in jedem der aufeinanderfolgenden Abschnitte wird auf den Y-Achsen 
in den Diagrammen (linke Halfte der Figur 1) dargestellt. 

zeigt die Auslosung einer Antigen-spezifischen Immunantwort des Typs Th2, 
durch die Injekdon von mRNA IVfiuse wurden vakziniert und veretarkt 
(^boosted") mit mRNA oder DNA, die fur p-Galactosidase kodiert, oder ih- 
nen wurde Inj ektionspuff er injiziert. Zwei Wochen spater erhielten die Mause 
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eine Aiiffrischiingsinjekrion (Boost-Injekrion). WIederum zwei Wochen spater 
wurde die Menge an p-Galactosidase-spezifischen Antikorpeni, die in dem Se- 
rum vorhanden waren, durch ELISA unter Verwendung von Isotyp- 
spezifischen Reagenzien bestimmt. Die linke Halfte der Figur 2 zeigt die 
5 IgGl-Produkrion, die rechte Halfte der Figur 2 zeigt die IgG2a-Produktion. 

(■) zeigt die Kurve fiir DNA-injizierte Mause, (A) zeigt die Kurve fur RNA- 
injizierte Mause und (♦) zeigt die Kurve fur Mause, die mk Injekrionspuffer 
injiziert wurden. 

10 Figur 3 zeigt die Polarisation einer Th2-Immiinantwort in eine Thl-Immunantwort, 
verursacht durch die Ihjektion von GM-CSF. Alle dargestettten Ergebnisse 
betreffen Mause der gleichen Gruppe in einem Experiment. Die Gesamtan- 
zahl der Mause, die in vier unabhangigen Experimenten eine Immunantwort 
zeigten, wird in Tabelle 1 (Figur 4) dargestellt. 

15 

Figur 3a: Den Mausen wurde entweder p-Galactosidase, emulgiert in Freund's Adju- 
vanz, oder mRNA, die fur p-Galactosidase kodiert, oder Injekrionspuffer (als 
Negativkontrolle) injiziert GM-CSF (Gesamtmenge 2 /xg rekombinantes Pro- 
tein: ca. 10 4 U (Units)) wurde einmal injiziert, entweder 24 Stunden oder 2 
20 Stunden vor der Injektion der mRNA oder 24 Stunden nach der Ihjektion der 

mRNA (entspricht den Gruppen GM-CSF T-l, GM-CSF T-0 und GM-CSF 
T+l). Die Menge an p-Galactosidase-spezifischen IgGl- oder IgG2a- 
Antikorpern, die im Blut der injizierten Mause enthalten waren, wurden durch 
ELISA bestimmt (1:10 SerumvercUinnung). Der Hintergrund, der hauptsach- 
25 lich durch das Serum von Puffer-injizierten Mausen bei gleicher Verdiinnung 

erhalten wurde, wurde abgezogen. Die linke Halfte der Figur 3a zeigt p-Gal- 
spezifische IgGl-Antikorper (■), die rechte Halfte der Figur 3a zeigt P-Gal- 
spezifische IgG2a-Antik6rper (E3, grau). 



30 Figur 3b: 



Die in vitro Reaktrvierung von T-Zellen durch p-Galactosidase wurde anhand 
einer Cytokin-Detekrion am Tag 4 der Kultivierung uberpriift. Der Anteil an 
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IFNy (■) und TLA (E3, grau) in dem Uberstand der verwendeten Splenocyten- 
Kulturwurde mittels ELISA gemessen. 

Figur 3c: Die cytotoxische Aktivitat von Splenocyten, die in der Gegenwart von aufge- 
reinigter p-Galactosidase fiir sechs Tage kultiviert wurden, wurde in einem 
Qarom-Freisetzungs-Assay uberpriifL Die Zielzellen waren P815 (H^-Zellen, 
die entweder mit dem synthetischen Peptid TPHPARIGL, das dem dominan- 
ten H2-L d -Epitop von p-Galactosidase entspricht, beladen waren (■) oder 
nicht beladen waren (□). 

Figur 4 zeigt Tabelle 1, in der die Gesamtanzahl der injizierten Mause dargestellt wird 
Die Gesamtanzahl der Mause, deren Splenocyten eine detekrierbare Cytokin- 
Freisetzung oder eine P-Galactosidase-spezifische cytotoxische Aktivitat in 
vitro in unabhangigen Experimenten zeigten, wird dargestellt. Mause, bei denen 
mindestens 10% mehr TPHPARIGL-beladene Zellen abgetotet wurden, im 
Vergleich zu den durchschnittlich abgetoteten Zellen der Negativkontrott- 
gruppe (Puffer-injizierte Mause), wurden als Mause mit einer Immunantwort 
(respondierende) eingestuft. Splenocytenkulturen, die mindestens 100 pg/ml 
Cytokin mehr als den Gesamtgehalt an Cytokin in den Splenocytenkulturen, 
der Negativkontrollmause (Puffer-injizierte Mause) enthielten, wurden als 
respondierende Kulturen (respondierende Mause) eingestuft. Die fettgedruck- 
ten Zahlen zeigen Gruppen an, in denen mehr als die Halfte der Mause eine 
Immunantwort auf die Vakzine gemafi der untersuchten Parameter (Cytokin 
oder cytotoxische Aktivitat) zeigten. 

Die nachfolgenden Beispiele sind dazu gedacht, die Erfindung weiter zu illustrieren. Sie sind 
nicht dazu gedacht die Gegenstande der Erfindung hierauf zu beschranken. 
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Beispiel 1: Herstellung der mRNA 

Die mRNA wurde durch in vitro Transkriprion geeigneter Template-DNA und anschliessen- 
der Extrakrion und Aufreinigung der mRNA erhalteru Hierzu konnen Standardverfahren 
verwendet, die im Stand der Technik zahlreich beschrieben werden und dem Fachmann ge- 
laufig sind Beispielsweise Maniatis et aL (2001), Molecular Cloning: Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbour Laboratory Press. Gleiches gik auch fur die Sequenzierung der mRNA, die 
sich der (nachfolgend beschriebenen) Aufreinigung der mRNA anschloss. Hier wurde insbe- 
sondere das NBLAST-Programm verwendet. 

Die Herstellung der erfindungsgemafien mRNA erfolgte generell gemafi nachfolgender Vor- 
gehensweise: 

1. Vektor 

Die Gene, fur welche die jeweilige mRNA kodiert, wurden in den Plasmidvektor pT7TS ein- 
gefiihrt. pT7TS enthak nicht translatierte Regionen des alpha- oder des beta-Globingens so- 
wie einen polyA-Sehwanz von 70 Nukleotiden: 



T7 promoter 
— ► 



Xbal 



PstI 



A 7 o 



HinDin Bgll Spe 



pT7TS (3033bp) 



■ Xenopus B-globin 5 Untranslated region: 
GCTTGTTCTTTTTGCAGAAGCTCAGAA 
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Xenopus B-Globin 3* nicht translative Region ("Untranslated region"): 
GACTGACTAGGATCTGGTTACCACTAAACCAGCCTCAAGAACACCC 
GAATGGAGTCTCTAAGCTACATAATACCAACTTACACTTACAA- 
AATGTTGTCCCCCAAAATGTAGCCATTCGTATCTGCTCCTAATAAA- 
AAGAAAGTT TCTTCACATTCTA 
oder 

human a-Globin nicht translatierte Region: CTAGTGACTGA- 
TAGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCTCCCCTCCTTGCACC 

Abbildung 1: Graphik des Plasmidvektors pT7TS 

Plasmide mit hoher Reinheit wurden mit dem Qiagen Endo-free Maxipreparation Kit oder 
mit dem Machery-Nagel GigaPrep Kit erhalten. Die Sequenz des Vektors wurde liber eine 
Doppelstnmg-Sequenzierung vom T7 Promoter bis zur PstI- oder Xbal-Stelle kontrolliert 
und dokumentiert. Plasmide, deren einklonierte Gensequenz korrekt und ohne Mutationen 
war, wurden fur die m vitro Transkription benutzt. 

2. Gene 

Die Gene, fur welche die erfindungsgemafie mRNAkodiert, wurden mittels PGR amplifiziert 
oder aus den (oben beschriebenen) Plasmiden extrahiert. Beispiele fur Genkonstrukte, die 
eingesetzt wurden, sind 

GP100 (Accession number M77348): 
PCR-Fragment Spel in T7TS HinDTTT blunt/Spel 

MAGE-A1 (Accession number M77481): 
Plasmid-Fragment HinDIII/Spel in T7TS HbDIH/Spel 

MAGE-A6 (Accession number: NMJD05363): 
PCR-Fragment Spel in T7TS HtoDIHblunt/Spel 

Her2/neu (Accession number: Ml 1730): 
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PCR-Fragment HinDIII/Spel in T7TS HinDIQ/Spel 

Tyrosinase (Accession number: NMJD00372): 

Plasmid-Fragment EcoRI blunt in T7TS HinDHI blunt/Spel blunt 

5 

Melan-A (Accession number: NM_005511): 

Plasmid-Fragment NotI blunt in T7TS HindUE blunt/Spel blunt 

CEA (Accession number: NM_004363): 
10 PCR-Fragment HinDIII/Spel in T7TS HinDIII/Spel 

Tert (Accession numben NM_003219): 

PCR fragment FEndHI/Spel in T7TS HinDm/Spel 

15 "WT1 (Accession numben NM_000378): 

Plasmid fragment EcoRV/Kpnl blunt in T7TS HinDIII blunt/Spel blunt 

PR3 (Accession numben NM_002777): 

Plasmid fragment EcoRI blunt/Xbal in T7TS HinDIII blunt/Spel 

20 

FRAME (Accession numben NM_0061 15): 

Plasmid fragment BamHl blunt/Xbal in T7TS HinDm blunt/Spel 

Survivin (Accession number AF077350): 
25 PCR-Fragment HinDIII/Spel in T7TS HinDm/Spel 

Mucinl (Accession number NM_002456): 

Plasmid-Fragment Sad blunt/BamHI in T7TS HinDDI blunt/BglH 

30 Tenascin (Accession number X78565): 

PCR fragment BglH blunt/Spel in T7TS HinDm blunt/Spel 
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EGFR1 (Accession number AF288738): 

PCR fragment HmDm/Spel in T7TS HinDm/Spe I 

Sox9 (Accession number Z46629): 
5 PCR fragment HinDm/Spel in T7TS HinDm/Spel 

Sec6lG (Accession number NM_014302): 

PCR fragment HinDm/Spel in T7TS HmDm/Spel 

10 PTRZ1 (Accession number NMJ)02851): 

PCR fragment EcoRV/Spel in T7TS HbDm blunt/Spel 

3. in vitro Transknption 

3.1, Herstellung Protein-freier DNA 

500 jag von jedem der vorbeschriebenen Plasmide wurden in einem Volumen von 2,5 ml 
durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym PstI oder Xbal in einem 15 ml Falcon Rohr- 
chen linearisiert. Dieses geschnittene DNA-Konstrukt wurde in die RNA Produktionseinhek 
uberfuhrt. 2,5 ml einer Mischung aus Phenol/CUoroform/Isoamylalkohol wurde zu der line- 
arisierten DNA zugegeben. Das Reaktionsgefafi wurde fur 2 Minuten gevortext und fur 5 
Minuten bei 4.000 rpm zentrifuguiert. Die wassrig Phase wurde abgehoben und mit 1,75 ml 
2-Propanol in einem 15 ml Falcon Rohrchen vermischt. Dieses Gefafi wurde 30 Minuten bei 
4.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand veiworfen und 5 ml von 75% Ethanol zugegeben. Das 
Reaktionsgefafi wurde fur 10 Minuten bei 4.000 rpm zenrifugiert und der Ethanol wurde ent- 
fernt. Das Gefafi wurde nochmals fur 2 Minuten zentrifugiert und die Reste des Ethanols 
wurden mit einer Mikroliter-Pipettenspitze entfemt. Das DNA Pellet wurd dann in 500 [A 
RNase-freienWasser aufgelost (1 Mg//*1). 

3.2. enzvmatische mRNA-Svnthese 
Materialien: 
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T7 Polymerase: aufgereinigt aus einem Ecoli-Stamni, der ein Plasmid mit dem Gen fur die 
Polymerase enthaL Diese RNA-Pofymerase verwendet als Substrat nur 17 Phagen- 
Promotor-Sequenzen (Fa. Fermentas), 

NTPs: chemisch synthetisiert und iiber HPLC aufgereinigt. Reinheit iiber 96% (Fa, Fer- 
mentas), 

CAP Analogon: chemisch synthetisiert und iiber HPLC aufgereinigt, Reinheit iiber 90% 
(Fa. Trilink), 

- RNase Inhibitor: Rnasin, Injectable grade, rekombinant hergestellt (Rcolt) (Fa. Fermen- 
tas), 

- DNase: Vertrieb als Medikament iiber Apotheken als Pulmozym® (dornase alfa) (Fa. 
Roche). 

In ein 15 ml Falcon Rohrchen wurde folgendes Reak&onsgemisch pipettiert: 
100 ug linearisieite proteinfreie DNA, 

400 a*1 5x Puffer (Tris-HCl pH 7.5, MgCl^ Spermidin, DTT, Inorganische Pyrophosphotase 
25 U), 

20 ul Ribonuclease Inhibitor (rekombinant, 40 U//J); 

80 [A rNTP-Mix (ATP, CTP, UTP lOOmM) , 29 /A GTP (100 mM); 

116 Cap Analog (100 mM); 

50 ul 17 RNA Polymerase (200 iV/d) ; 

1045 pi RNase-freies Wasser. 

Das Gesamtvolumen betrug 2 ml und wurde fur 2 Stunden bei 37 °C im Heizblock inkubiert. 
Danach wurden 300 fA DNAse: Pulmozyme ™ (1 U/ju) zugegeben und die Miscbung wurde 
fur weitere 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Hierbei wurde das DNA-Template enzymatisch 
abgebaut. 

5. Aufreinigung der mRNAs 

5.1. IiCl-Praapitation (Lithium^Morid/Ethanolfallung ') 

Bezogen auf 20-40 ug RNA wurde diese folgendermafien durchgefuhrt: 

LiCl-Fallung 25 iA LiCl-Losung T8M1 
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30 iA WFI („water for injection", Wasser zur Injektion) wurden zu dem Transkriprionsansatz 
(20 fJ) gegeben und vorsichtig gemischt. In das Reaktionsgefafl wurden 25 LiQ-Losung 
zugegeben und die Losungen mindestens 10 Sekunden gevortext. Der Ansatz wurde bei 
-20°C fur mindestens 1 Stunde inkubiert. Das verschlossene Gefafi wurde anschliefiend bei 
4°C mit 4.000 rpm fur 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. 
Waschen 

Es wurden 5 /J 75%iger Ethanol zu jedem Pellet zugegeben (unter der Sicherteitswerkbank). 
Die verschlossenen Gefafie wurden 20 Minuten bei 4°C mit 4.000 rpm zentrifugiert. Der U- 
berstand wurde veiworfen (unter der Sicherheitsweikbank) und es wurde nochmals 2 Minu- 
ten bei 4°C mit 4.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette 
entfernt (unter der Sicherheitswerkbank). Danach wurde das Pellet ca. 1 Stunde getrocknet 
(unter der Sicherheitswerkbank). 
Resuspension 

Zu den gut getrockneten Pellets wurden je 10 iA WFI gegeben (unter der Sicherheitswerk- 
bank). Das jeweilige Pellet wurde sodann in einem Schuttelgerat iiber Nacht bei 4°C gelost. 

5.2. Endreinigung 

Die Endreinigung erfolgte durch Phenol-Chloroform-Extraktion. Sie kann jedoch ebenfalls 
mittels Anionenaustauschchromatographie erfolgen (z.B. MEGAclear ™ von Fa. Ambion 
oder Rneasy von Fa. Qiagen). Nach dieser Aufreinigung der mRNA, wurde die RNA gegen 
Isopropanol und NaCl piazipitiert (1 M NaCl 1:10, Isopropanol 1:1, gevortext, 30 Mb. bei 
4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Pellet wurde mit 75% Ethanol gewaschen). Die 
mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigte RNA wurde in RNase freiem Wasser 
gelost und mindestens 12 Stunden bei 4 °C inkubiert. Die Konzentration jeder mRNA wurde 
bei OD 260 Absorption gemessen. pie Chlorophonn-Phenol-Extrakrion erfolgte nach Sam- 
brook J., Fritsch E.F., and Maniatis T., in Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, NY, Vol. 1,2,3 (1989)). 

Beispiel 2: Stabilisierung der mRNA 

Eine beispielhafte Ausfuhrungsfonn der erfindungsgemafien, stabilisierten mRNA betrifft 
eine fi-Globin-UTR-stabilisierte mRNA. Eine derart stabilisierte mRNA wies die folgende 
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Struktur auf: Cap-6-Globin-UTR (80 Basen) - fi-Galactosidase-Kodierungssequenz - fi- 
GlobinO'-UTR (csl 180 Basen)-poly A-Schwanz (A^Qq). Anstelle der fi-Galactosidase- 
Kodierungssequenz wurden ebenfalls Konstrukte erstellt, die eine fur ein bereits oben be- 
schriebenes Antigen aus einem Pathogen oder Tumor kodierende Sequenz aufwiesen. 

5 

Als weitere beispielhafte Ausfiihrungsform der erfinchingsgemafien, stabilisierten mRNA 
wurde die Nukleinsauresequenz des kodierenden Bereichs der mRNA beziiglich ihres G/C- 
Gehalts optimierc Zur Ermittlung der Sequenz einer modifizierten, erfindungsgemafien 
mRNA wurde das in der WO 02/098443 beschriebene Computerprogramm verwendet, das 
10 mit Hilfe des genetischen Codes bzw. dessen degenerativer Natur die Nucleotid-Sequenz 
einer beliebigen mRNA derart modifiziert, dass sich ein maximaler G/C-Gehalt in Verbin- 
dung mit der Verwendung von Codons, die fiir moglichst haufig in der Zelle voikommende 
tRNAs kodieren, ergibt, wobei die durch die modifizierte mRNA kodierte Aminosaure- 
Sequenz gegeniiber der nicht-modifizierten Sequenz vorzugsweise identisch ist. Alternatrv 
15 kann auch nur der G/C-Gehalt oder nur die Codonverwendung gegeniiber der urspriingli- 
chen Sequenz modifiziert werden. Der Quellcode in Visual Basic 6.0 (eingesetzte Entwick- 
lungsumgebung: Microsoft Visual Studio Enterprise 6.0 mit Servicepack 3) ist ebenfalls in der 
WO 02/098443, deren Offenbarung Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, angegeben. 

20 Beispiel 3: Zellkultxvierung 

P815-Zellen wurden mit 10%igem Piitze-inakdvierten fotalen Kalberserum (PAN systems, 
Deutschland), 2 mM L-Glutamin, lOOU/ml Penicillin und 100 ^g/ml Streptomycin erganzt 
und in einem RPMT 1640 (Bio-Whittaker, Verviers, Belgien) kultiviert. Die CTL-Kultivierung 
25 wurde in RPMI 1640-Medium, erganzt mit 10%igem FCS, 2 mM L-Glutamine, 100 U/ml 
Penicillin, 100 /xg/ml Streptomycin, 50 yM fl-MercaptoethanoI, 50 /xg/ml Gentamycin, lx 
MEM-nicht essentielle Aminosauren und 1 mM Natriumpyruvat, ausgefuhrt. Die CTLs wur- 
den eine Woche lang mit 1 /xg/ml fl-Galactosidase (Sigma, Tauflrirchen, Deutschland) resti- 
muliert. Am Tag 4 wurden die Uberstande vorsichtig gesammelt und durch frisches Medium 
30 ersetzt, das 10 U/ml rIL-2 (Endkonzentration) enthielt. 
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. In parallelen Versuchsansatzen erfolgte die Restimiilierung mit jeweils 1,3 /xg/ml Survivin, 1 
/xgMAGE-3 und 0,8 fig Muc-1. Samtliche anderen Bedingungen waren in diesen Versuchsan- 
satzen identisch mit den vorbeschriebenen Bedingungen. 

5 Beispiel 4: Immunisierung von Mausen 

6 bis 12 Wochen alte, weibliche BALB/c AnNCrlBR (H-2d)-Mause wurden von Charles Ri- 
ver (Sulzfeld, DeutschlancI) bezogen. Eine Genehmigung fur die genetische (DNA und 
mRNA) Vakzinierung der Mause wurde von dem Komitee fiir Tierethik in Tubingen erteilt 
10 (Nummer IM/200). Die BALB-Mause wurden mit 20 mg Pentobarbital intraperitoneal anas- 
thesierL Den Mausen wurden dann intradermal in beide Ohrmuscheln 25 p% fi-Globin-UTR- 
stabilisierte mRNA, kodierend fur fi-Galactosidase, die mit Ihjektionspuffer (150 mM NaO, 
10 mM HEPES) verdiinnt wurde, injiziert. Es wurden nachfolgend 5.10 3 Units (ljig) GM- 
CSF (Peprotech, Inc, Rocky HSU, New York, USA), verdiinnt mit 25 fA PBS, injiziert. Dies 
15 entsprach einer Gesamtmenge von 2 fig (ca. 10 4 Units), die lediglich einmal injiziert wurde. 
Eine solche Dosierung liegt in dem untersten Bereich der normalerweise bei Mausen gewahl- 
ten Dosierungen (26). Zwei Wochen nach der ersten Injektion wurden die Mause unter den 
gleichen Bedingungen (wie bei der ersten Injektion) behandelt. 

20 In parallelen Versuchsansatzen I, II + HI, die unter den gleichen, vorstehend beschriebenen, 
Bedingungen, durchgefuhrt wurden, wurde Mausen anstelle von 25 fig fi-Globin-UTR- 
stabilisierter mRNA, die fur fi-Galactosidase kodierte, und 1 fig GM-CSF in 

Versuchsansatz I: 30 fig fi-Globin-UTR-stabilisierter mRNA, kodierend fur Survivin 
und 1,2 fig IL-2, in 

25 Versuchsansatz II : 23 fig fi-Globin-UTR-stabilisierter mRNA, kodierend fiir MAGE- 

3 und 2 fig EL-12 und in 

Versuchsansatz III: 18 fig fi-Globin-TJTR-stabilisierter mRNA, kodierend fiir Muc-1 
und 1 fig IFN-a 
injiziert. 

30 

Beispiel 5: Chromfreisetzungs-Assay 
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Splenocyten wurden in vitro mit aufgereinigter fi-Galactosidase (1 mg/ml) stimuliert und die 
CTL-Aktivitat wurde nach 6 Tagen unter Verwenden eines Standard 51 Cr-Freisetzungs-Assays 
bestimmt (wie beispielsweise beschrieben von Rammensee et aL, 1989, Immunogenics 30: 
296-302). Die Sterberate der Zelien wurde anhand der in das Medium freigesetzten Menge an 
51 Cr (A) im Vergleich zu der Menge spontaner 51 Cr-Freisetzung der Zielzellen (B) und dem 
Gesamtgehalt an 51 Cr von 1% Triton-X-100-lyaerten Zielzellen (C) mittels der FonneL 

% Zellfyse = (A-B)h-(C-B)x 100 

bestimmt* 

In parallelen Versuchsansatzen erfolgte die Stimulierung der Splenocyten mit Survivin, MA- 
GE-3 undMuc-1 (Konzentration jeweils 1 mg/ml). Samtliche anderen Bedingungen in diesen 
Versuchsansatzen waren identisch mit den vorbeschriebenen Bedingungen. 

Beispiel 6: ELISA 

MaxiSorb-Platten von Nalgene Nunc International (Nalge, Danemaik) wurden iiber Nacht 
bei 4 °C mit 100 fd fi-Galactosidase bei einer Konzentration von 100 /xg/ml (Antikorper- 
ELISA) oder mit 50 (A anti-Maus-anti-IFNy- oder -IL-4- (Cytokin-ELISA) „Capture a - 
Antikorpem (Becton Dickinson, Heidelberg Deutschland) bei einer Konzentration von 1 
/ig/ml in Beschichtungspuffer (0,02% NaN 3 , 15 mM Na^O^ 15 mM NaHC0 3 , pH 9,6) be- 
schichtet. Die Platten wurden dann fur 2 Stunden bei 37 °C mit 200 /A of Blockierungspuffer 
(PBS-0,05% Tween 20-1% BSA) abgesattigt* Nachfolgend wurden sie mit Sera (Antikorper- 
ELISA) bei 1:10-, 1:30- und 1:90-Verdiinnungen in Waschpuffer oder 100/il des Zellkultur- 
iiberstandes (Cytokin-ELISA) fur 4 bis 5 Tage bei 37 °C inkubiert. Dann wurden 100 /A von 
l:1.000-Verdunnungen von Ziege-anti-Maus-IgGl- oder -IgG2a-Antik6rpem (Antikorper- 
ELISA) von Caltag (Burlington, CA, USA) oder 100 jid/Well biotinylierte anti-Maus-anti- 
DFNy- oder -IL-4- (Cytokin-ELISA) Detekrions-Antikotper (Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland) bei einer Konzentration von 0,5 /xg/ml in Blockierungspuffer hinzugefugt und 
die Platten 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, 

Fiir den Cytokin-ELISA wurden nach 3 Waschschritten mit Waschpuffer, 100 fA einer 
l:1.000-Verdunnung Streptavidin-HRP (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) pro Well 
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hinzugefugL Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden pro Well 100 /J ABTS (2,2'- 
A2ino-bis-(3-ediylbenzthiazolin-6-sulfon bei einer Konzentration von 300 

mg/1 in 0,1 M Zitronensaure, pH 4,35) hinzugefugt. Nach weiteren 15 bis 30 Minuten bei 
Raumtemperatur, wurde die Extinction bei OD^ mit einem Sunrise ELISA-Reader von Te- 
can (Crailsheim, Deutschland) gemessen. Die Mengen der Cytokine wurden anhand einer 
Standardkurve berechnet, die durch Tkrieren bestimmter Mengen rekombinanter Cytokine 
erstellt wurde (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland). 

In parallelen Versuchsansatzen wurden die MaxiSorb-Platten mit Survivin, MAGE-3 und 
Muc-1 (jeweils 100 /J) beschichtet. Samtliche anderen Bedingungen in diesen parallelen Ver- 
suchsansatzen waren mit den vorbeschriebenen Bedingungen identisch. 
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Patentanspniche 

1. Verfahren zur Immunstimulation in einem Saugetier umfassend die folgenden Schrit- 
te: 

a. Verabreichen mindestens einer mKNA enthakend einen fur mindestens ein 
Antigen eines Pathogens oder mindestens ein Tumorantigen kodierenden Be- 
reich und 

b. Verabreichen mindestens eines Cytokins, mindestens einer CpG-DNA oder 
mindestens einer Adjuvanz-mRNA 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei Schritt b. 1 Minute bis 48 Stunden, bevorzugt 20 
Minuten bis 36 Stunden, ebenfalls bevorzugt 30 Minuten bis 24 Stunden, starker be- 
vorzugt 10 Stunden bis 30 Stunden, am staiksten bevorzugt 12 Stunden bis 28 Stun- 
den, insbesondere bevorzugt 20 Stunden bis 26 Stunden, nach Schritt a. erfolgt. 

3. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei in Schritt a. zusatzlich 
mindestens ein RNase-Inhibitor, vorzugsweise KNAsin oder Aurintricarbonsaure, 
verabreicht wird 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine Immunantwort 
verstarkt bzw. moduliert wird, vorzugsweise von einer Th2-Immunantwort in eine 
Thl -Immunantwort verandert wird 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die mindestens eine 
niRNA aus Schritt (a.) einen Bereich enthalt, der fiir mindestens ein Antigen aus ei- 
nem Tumor ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 707-AP, AFP, ART-4, BA- 
GE, p-Catenin/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, 
CMV pp65, CT, Cyp-B, DAM, EGFRI, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT- 
V, GplOO, HAGE, HBS, HER-2/neu, HLA-A*0201-R170I, HPV-E7, HSP70-2M, 
HAST-2, hTERT (oder hTRT), Influenza Matrix-Protein, insbesondere Influenza A- 
Matrix-Ml-Protein oder Influenza B-Matrix-Ml-Protein, iCE, KIAA0205, LAGE, 
z.B. LAGE-1, LDLR/FUT, MAGE, z.B. MAGE-A, MAGE-B, MAGE-C, MAGE- 
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Al, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-6, MAGE-10, MART-l/Melan-A, MC1R, Myo 
sin/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NY-ESO-1, pl90 minor bcr-abl, 
Pml/RARo, PRAME, Proteinase 3, PSA, PSM, PTPRZl, RAGE, RU1 oder RU2, 
SAGE, SART-1 oder SART-3, SEC61G, SOX9, SPC1, SSX, Survivin, TEL/AML1, 
TERT, TNC, TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2, Tyrosinase undWTl kodiert 

6. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das mindestens eine Cy- 
tokin ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus EL-1 (a/0), EL-2, IL-3, DL-4, IL-5, 
IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, IFN-a, 
EFN-0, DFN-y, LT-a, MCAF, RANTES, TGFa, TGF01, TGF02, TNFa, TNF0 und 
besonders bevorzugt G-CSF oder GM-CSF. 

7. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die mindestens eine 
mRNA aus Schritt (a,) und/oder aus Schritt (b.) als nackte mRNA vorliegt. 

8. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die mindestens eine 
mRNA aus Schritt (a.) und/oder aus Schritt (b.) als Globin-UTR (untranslated regi- 
ons)-stabilisierte mRNA, insbesondere als p-Globin-UTR-stabilisierte mRNA, vor- 
liegt. 

9. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die mindestens eine 
mRNA aus Schritt (a.) und/ oder aus Schritt (b.) als modifizierte mRNA, insbesondere 
als stabilisierte mRNA, vorliegt. 

10. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der G/C-Gehalt des 
kodierenden Bereichs der modifizierten mRNA aus Schritt (a.) und/oder aus Schritt 
(b.) gegeniiber dem G/C-Gehalt des kodierenden Bereichs der Wddtyp-RNA erhoht 
ist, wobei die kodierte Aminosauresequenz der modifizierten mRNA gegeniiber der 
kodierten Aminosauresequenz der Wildtyp-mRNA vorzugsweise nicht verandert ist. 



11. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der A/U-Gehalt in der 
Umgebung der Ribosomen-Bindungsstelle der modifizierten mRNA aus Schritt (a.) 
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und/ oder aus Schritt (b.) gegeniiber dem AAJ-Gehalt in der Umgebung der Riboso 
men-Bindungsstelle der Wfldtyp-mRNA erhoht ist. 

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der kodierende Bereich 
und/ oder der 5'- und/ oder 3 '-nicht-txanslatderte Bereich der modifizierten mKNA aus 
Schritt (a.) und/ oder aus Schritt (b.) gegeniiber der Wfldtyp-mRNA derart verandert 
ist, dass er keine destabilisierenden Sequenzelemente enthalt, wobei die kodierte Ami- 
nosauresequenz der modifizierten mRNA gegeniiber derWildtyp-mRNA vorzugswei- 
se nicht verandert ist. 

13. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die modifizierte mKNA 
axis Schritt (a.) und/oder aus Schritt (b.) eine S'-Cap-Struktur und/oder einen Po- 
ly(A)-Schwanz, voizugsweise von mindestens 25 Nukleotiden, starker bevorzugt von 
mindestens 50 Nukleotiden, noch starker bevorzi^t von mindestens 70 Nukleotiden, 
ebenfalls starker bevorzugt von mindestens 100 Nukleotiden, am starksten bevorzugt 
von mindestens 200 Nukleotiden, und/oder mindestens eine IRES und/oder mindes- 
tens eine 5'- und/oder S'-Stabilisierungssequenz aufweist. 

14. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die modifizierte mRNA 
aus Schritt (a) und/oder aus Schritt (b.) mindestens ein Analoges natiirlich vorkom- 
mender Nukleotide aufweist. 

15. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die modifizierte mRNA 
aus Schritt (a.) und/ oder aus Schritt (b.) mit mindestens einem kationischen oder po- 
fykarionischen Agens komplexiert oder kondensiert ist. 

16. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das kationische oder po- 
lykationische A^ens ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend axis Protamin, P0I7-L- 
Lysin, Poly-L-Arginin und Histonen. 



17. Erzeugnis, enthaltend mindestens eine mRNA, enthaltend einen fur mindestens ein 
Antigen eines Pathogens oder mindestens ein Tumorantigen kodierenden Bereich und 
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mindestens ein Cytokin, mindestens eine CpG DNA oder mindestens eine Adjuvanz- 
mRNA als Kombinationspraparat zur gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abge- 
stufteri Anwendung bei der Behandhing und/oder Prophylaxe von Krebseifaankun- 
gen, Tumorerkrankungen, Allergien, Aiitoimmuneikrankungen, wie Multiple Sklerose, 
viralen und/ oder bakteriellen Infekrionen. 

18. Kit, enthaltend mindestens eine mKNA enthahend einen fiir mindestens ein Antigen 
eines Pathogens oder mindestens ein Tumorantigen kodierenden Bereich und min- 
destens ein Cytokin, oder mindestens eine CpG DNA mindestens eine Adjuvanz- 
mKNA wobei die mindestens eine mKNA, enthaltend einen fur mindestens ein Anti- 
gen eines Pathogens oder mindestens ein Tumorantigen kodierenden Bereich, und 
das mindestens eine Cyokin oder die mindestens eine CpG DNA oder die mind estens 
eine Adjuvanz-mRNA voneinander getrennt sind 

19. Vexwendung des Kits nach Anspruch 17 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Krebserkrankungen, Tumoerkrankungen, Allergien, Autoimmuneiferankungen, wie 
Multiple Sklerose, viralen und/ oder bakteriellen Inf ektionen. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Tmmnnmrmi1?tion in einem Sauge- 
tier, welches a. das Verabreichen mindestens einer mRNA enthakend einen fur mindes- 
tens ein Antigen eines Pathogens oder mindestens ein Tumorantigen kodierenden Bereich 
und b. das Verabreichen mindestens eines Cytokins, mindestens einer CpG DNA oder 
mindestens einer Adjuvanz-mRNA umfasst. Ebenfalls betrifft die Erfindung ein Erzeug- 
nis sowie ein Kit, enthakend die/das mRNA und Cytokin bzw. CpG DNA bzw. Adju- 
vanz-mKNA der Erfindung enthak. 



I+X 



OX tfSDlttO 



T-X 



man* VNH 



00 vo <s 




Hi 




OX JSD-WO 



T-X lISD-WO 



n m i-H »r> 



In j ektionspuffer 



DNA 



RNA allein 



GM-CSF T-l 



GM-CSF TO 



GM-CSF T+l 



ng/ml 



H-i K> 4^ 



C7 4 



"n 





ng/ml 




o o o o o 

V* V* V* \* v« 

O H-k lN> U> tM 





In j ektionspuffer 



T 



DNA 



RNA allein 



GM-CSF T-l 



GM-CSF TO 



GM-CSF T+l 



IMS 



Figur 4 





Cytotoxische 
Aktivitat 


Detektion 
von TLA 


Detektion von 
Interferon-y 


DNA-Injektion 


3/8 


2/8 


5/8 


mRNA- 
Injektion 


1/12 


7/12 


0/12 


mRNA+GM- 
CSFt-1 


1/9 


6/9 


3/9 


mRNA+GM- 
CSFtO 


3/8 


5/8 


4/8 


mRNA+GM- 
CSF t+1 


8/12 


6/12 


9/12 



Tabelle 1: Gesamtanzahl injizierter Mause 



Document made available under the 
Patent Cooperation Treaty (PCT) 

International application number: PCT/EP05/009383 
International filing date: 31 August 2005 (31.08.2005) 



Document type: Certified copy of priority document 

Document details: Country/Office: DE 

Number: 10 2004 042 546.9 

Filing date: 02 September 2004 (02.09.2004) 



Date of receipt at the International Bureau: 21 November 2005 (21.11.2005) 



Remark: Priority document submitted or transmitted to the International Bureau in 
compliance with Rule 17.1(a) or (b) 




World Intellectual Property Organization (WIPO) - Geneva, Switzerland 
Organisation Mondiale de la Propriete Intellectuelle (OMPI) - Geneve, Suisse 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 
I^Tblack borders 

□ image cut off at top, bottom or sides 

□ faded text or drawing 

□ blurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

j^color or black and white photographs 

□ gray scale documents , 
'opines or marks on original document 

£TrEFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



